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Peptidoglikan predstavlja ključno komponento bakterijske celične stene in se nahaja skoraj 
v vseh bakterijah. Sodeluje v številnih življenjsko pomembnih celičnih procesih za 
mikroorganizem in ima tudi pomembno zaščitno vlogo. Številni encimi, ki sodelujejo v 
biosintezi in razgradnji peptidoglikana predstavljajo pomembno tarčo v razvoju antibiotikov, 
ki lahko z zaviranjem teh encimov povzročijo lizo bakterijske celice.  
Namen magistrske naloge je bil ovrednotiti peptidoglikan z vidika vsebnosti fosfata, ki 
sovpada z vsebnostjo tehojske kisline in prostih aminskih skupin, ki pa odražajo poškodbe 
na peptidoglikanu. Vzorce peptidoglikana, ki smo jih vrednotili, so izolirali iz treh različnih 
sevov bakterij (S. aureus, B. subtilis, ΔSagB S. aureus) in nato liofilizirali, mi pa smo jih 
tretirali oz. očistili pod različnimi pogoji. Vsebnost fosfatov smo določali s priročnim 
enostopenjskim reagentom za določanje prostih fosfatov – reagentom BIOMOL® GREEN. 
Proste aminske skupine pa smo detektirali s pomočjo ninhidrinske reakcije. Testirali smo 
dve seriji vzorcev peptidoglikana. Po vrednotenju prve serije vzorcev smo ugotovili, da tisti, 
ki so bili tretirani s HF, vsebujejo najmanj fosfatov in prostih aminskih skupin. Tako so v 
drugi seriji vzorcev vse očistili s HF; razlika med njimi je bila v času tretiranja. Pri vzorcih, 
ki so jih tretirali 24 h, smo ugotovili najmanjše poškodbe peptidoglikana. V drugem delu 
eksperimentalnega dela smo se lotili označevanja peptidoglikana s fluorescenčno sondo 
(barvilom). Za označevanje smo izbrali najprimernejši peptidoglikan, tj. peptidoglikan z 
najnižjo vsebnostjo fosfatnih skupin in prostih aminskih skupin obenem. Označeni 
peptidoglikan je namreč substrat za encimski test na osnovi fluorescenčne detekcije, s 
katerim vrednotimo kinetiko izbranih encimov, ki razgrajujejo peptidoglikan. Najvišjo 
aktivnost smo določili pri encimu AtlA-gl, saj je najuspešneje cepil naš substrat. Pri ostalih 
dveh encimih (AtlE in SagB) je bila aktivnost komaj zaznavna. 
Spoznanje, da je najoptimalnejša metoda za čiščenje peptidoglikana 24 h tretiranje s HF, 
predstavlja pomembno izhodišče za pripravo vzorcev peptidoglikana, ki bi jih želeli v 
prihodnosti uporabiti za merjenje aktivnosti različnih encimov, ki sodelujejo v biosintezi oz. 
razgrajevanju te življenjsko pomembne komponente bakterijske celične stene.  





Peptidoglycan is a key component of bacterial cell wall and is found in almost all bacteria. 
It is involved in many important cellular processes for the microorganism and also has an 
important protective role. Many enzymes that are involved in biosynthesis and in the 
degradation of peptidoglycan represent an important target in the development of antibiotics, 
which can induce bacterial cell lysis by inhibiting these enzymes. 
The following Master’s thesis was written with the intent of evaluating peptidoglycan in 
terms of phosphate content, which coincides with the content of teichoic acid and free amine 
groups, which reflect damage on the peptidoglycan. Evaluated peptidoglycan samples were 
isolated from three different bacterial strains (S. aureus, B. subtilis, ΔSagB S. aureus), then 
lyophilized, treated and cleaned under different conditions. Phosphate content was 
determined with a convenient one-step reagent for the determination of free phosphates - 
BIOMOL® GREEN. The free amine groups were detected by a ninhydrin reaction. Two 
series of peptidoglycan samples were tested. After evaluation of the first series of samples, 
we found that those treated with HF contained the least phosphate and free amine groups. 
Thus, in the second series of samples, all were purified with HF; the difference among them 
was the length of treatment. Minimal peptidoglycan damage was found in samples treated 
for 24 h. In the second part of the experimental work, we began to label the peptidoglycan 
with a fluorescent probe (dye). We selected the most suitable peptidoglycan, i.e. 
peptidoglycan with the lowest content of phosphate groups and free amine groups for 
labelling. Labeled peptidoglycan is a substrate for an enzyme test based on fluorescence 
detection, which evaluates the kinetics of selected enzymes that degrade peptidoglycan. The 
highest activity was determined for the enzyme AtlA-gl, as it cleaved the substrate most 
successfully. For the other two enzymes (AtlE and SagB), the activity was barely detectable. 
The finding that the most optimal method of peptidoglycan purification for 24 h is HF 
treatment, represents an important basis for the preparation of peptidoglycan samples, which 
we would like to use in the future to measure the activity of various enzymes involved in 
biosynthesis or process of decomposition of this vital component of the bacterial cell wall. 





ATP                adenozin trifosfat 
CDP       citidin difosfat 
CTP        citidin trifosfat 
D-Ala          D-alanin 
D-Glu        D-glutamat 
Glc   glukozamin 
GlcNAc     N-acetilglukozamin 
GlcNAc-1-P  N-acetilglukozamin-1-fosfat 
GlmM           fosfoglukozamin mutaza 
GlmS         glukozamin-6-fosfat sintaza 
Gly              glicin 
Gro-P             glicerol fosfat 
GTaza            glikoziltransferaza 
L-Lys          L-lizin 
L-Orn         L-ornitin 
LTA           lipotehojske kisline     
ManNAc   N-acetilmanozamin 
m-DAP      mezo-diamninopimelinska kislina 
MurNAc    N-acetilmuraminska kislina 
MurNGlyc  N-glikozilmuraminska kislina 
NADPH      nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
PBP          penicilin vezavni proteini 
PEP            fosfoenolpiruvat 
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PG        peptidoglikan 
Rbo-P        ribitol fosfat 
Ser             serin 
TAs           tehojske kisline 
TPaze      transpeptidaze 
UDP-Glc  uridin difosfatglukozamin 
UDP-GlcNAc             uridin-difosfat-N-acetilglukozamin 
UDP-MurNAc uridin-difosfat-N-acetilmuraminska kislina 
UTP          uridil trifosfat 


















1.1  PEPTIDOGLIKAN 
Peptidoglikan (PG; tudi murein) je esencialna in specifična komponenta bakterijske celične 
stene na zunanji strani citoplazemske membrane, ki jo najdemo skoraj v vseh bakterijah. 
Poznamo samo nekaj prokariontskih organizmov (npr. mikoplazme in arhebakterije), v 
katerih ga ne najdemo. PG predstavlja stik med bakterijsko celico in zunanjim okoljem, zato 
mora na eni strani predstavljati trdno ogrodje, po drugi strani pa mora biti dovolj fleksibilen, 
da je sposoben preoblikovanja, potrebnega za celično delitev in rast. Sodeluje pri celični 
delitvi in rasti, prepoznavi majhnih molekul, signaliziranju ter skrbi za ohranjanje celične 
oblike. Celico ščiti pred spremembami v osmotskem tlaku in majhnimi molekulskimi 
poškodbami. Vsako zaviranje njegove biosinteze, ki bi jo lahko povzročila mutacija, 
antibiotik ali specifična degradacija (npr. z lizocisomom), povzroči lizo celice. PG vsebuje 
tudi druge pomembne membranske komponente, kot so proteini, polisaharidi in tehojske 
kisline. Skupen je tako gram pozitivnim, v katerih je glavna komponenta celične stene, kot 
tudi gram negativnim bakterijam (1, 2 ,3).  
Ena izmed pomembnejših razlik med gram pozitivnimi in gram negativnimi organizmi je 
prisotnost oz. odsotnost zunanje membrane (slika 1). Gram negativne bakterije imajo poleg 
notranje citoplazemske membrane še zunanjo membrano, ki jih ščiti pred vplivi okolja  
(preprečuje vstop toksičnim snovem), skladišči encime potrebne za rast in degradacijo 
membrane, ter skupaj s tanko plastjo PG pripomore k stabilizaciji notranje membrane, ki 
vzdržuje ustrezen osmotski tlak znotraj celice. Po drugi strani pa gram pozitivne bakterije 
nimajo zunanje membrane in periplazemskega prostora. Je pa zanje značilen precej debelejši 
sloj PG (10-20 nm), medtem ko je ta pri gram negativnih bakterijah tanjši, enoslojni (3-6 
nm). PG pri gram pozitivnih bakterijah stabilizira celično membrano in omogoča vezavna 
mesta za ostale molekule. Prepleten je z ogljikohidratnimi anionskimi polimeri -
glikopolimeri (tehojske kisline), ki imajo podobne funkcije kot zunanja membrana pri gram 
negativnih bakterijah (vpliv na permeabilnost, uravnavanje zunajceličnih interakcij, 
zagotavljanje dodatne stabilnosti plazemski membrani, predstavlja vezavna mesta za encime 




Slika 1: Prikaz sestave celične ovojnice pri gram pozitivni in gram negativni bakteriji (prirejeno po 11). 
1.2 ZGRADBA PEPTIDOGLIKANA IN MOŽNE VARIACIJE V 
STRUKTURI 
PG je heteropolimer, sestavljen iz dolgih, linearnih polisaharidnih (glikanskih) verig, ki so 
premrežene s kratkimi peptidi (slika 2) (1,2,6). Glikanska veriga je zgrajena iz izmenjujočih 
se monosaharidnih enot N-acetil glukozamina (GlcNAc) in derivata 3-O-D-laktil etra N-
acetil muraminske kisline (MurNAc), ki sta medsebojno povezana z β-(1,4)-glikozidno 
vezjo (1), (7). MurNAc predstavlja bistveni strukturni element PG, ki ga prepozna naš 
prirojeni imunski sistem (7). Ostanki MurNac so lahko N-glikozilirani (MurNGlyc) ali N-
acetilirani (MurNac). N-glikozilacija je prisotna samo v mikobakterijah (izjema je 
Mycobacterium leprae) (8). Peptidna veriga je z izmenjujočimi se L- in D-aminokislinami 
preko njihovega N- konca kovalentno pripeta na karboksilno skupino (D-laktoilna skupina) 
muraminske kisline (1,3). Običajno je pri gram pozitivnih bakterijah sestavljena iz L-alanil-
D-glutamin-mezo-diaminopimelil (ali L-Lys)-D-alanil-D-alanina (8). Končni PG je lahko 
brez zadnjega D-Ala konca, saj se ta med nastajanjem PG lahko odstrani (6).  
Sosednji oligopeptidi so lahko premrežni neposredno ali posredno preko interpeptidnega 
mostu (8). Povezava najpogosteje poteka med karboksilno skupino D-Ala na mestu 4 in med 
aminsko skupino diaminokisline na mestu 3 (6). Polisaharidna veriga je precej enotna z le 
nekaj možnimi variacijami kot so O-acetilacija, N-deacetilacija, N-glikozilacija, O-
fosforilacija ali odsotnost peptidnih substituentov. Obširne raziskave kemijske strukture 
3 
 
peptidnega dela PG so pokazale, da je zanj v nasprotju z glikanskim delom značilno večje 
število variacij (skoraj 100 različnih). Aminokislina (AK), s katero je peptidna veriga vezana 
na MurNAc, je poleg L-Ala lahko tudi Gly ali Ser. Na mestu 2 lahko poteče hidroksilacija 
D-Glu, ki je z γ-karboksilno skupino pripeta na naslednjo AK v peptidni verigi. V mnogih 
organizmih je α-karboksilna skupina amidirana, lahko pa je tudi prosta ali substituirana z 
Gly. Največje variacije pa lahko najdemo na mestu 3, kjer je pripeta diamino kislina. Najbolj 
zastopana je mezo-diaminopimelinska kislina (m-DAP). Na aminsko skupino m-DAP je 
vezana γ-karboksilna skupina D-Glu. Aminska skupina D-Ala je vezana na isti C-atom 
karboksilne skupine m-DAP. Ostale zamenjave za m-DAP so še L-Lys, L-Orn, L-L-DAP, 
mezo-2,6-diamino-3-hidroksi-β-pimelinska kislina, hidroksilizin in m-lantionin. Vse 
vsebujejo dodatno amino skupino in predstavljajo odlično stičišče za premreženje peptidnih 
podenot. V nekaterih bakterijah pa je lahko diaminska kislina na mestu 3 izvzeta iz 
sodelovanja pri premreženju in ostane nesubstituirana. Na poziciji 4 se nahaja D-Ala in tukaj 
ni večjih možnih sprememb (9).  
 
Slika 2: Zgradba peptidoglikana in variacije na peptidni verigi (prirejeno po 9). 
1.3 PREMEREŽENOST PEPTIDOGLIKANA 
V splošnem je 70-80 % peptidnih verig v PG premreženih na dva načina (slika 3) (8). Lahko 
jih razdelimo v skupini A in B. Za skupino A je značilna povezava med aminsko skupino 
stranske verige diaminokisline na mestu 3 oligopeptida (acil- receptor) in karboksilno 
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skupino D-alanina na mestu 4 oligopeptida (acil- donor) (povezava 3-4), ki jo najdemo v 
večini gram negativnih bakterij. Druga možnost je povezava preko interpeptidnega mostu 
(večina gram pozitivnih bakterij), ki občutno variira glede na njegovo aminokislinsko 
zaporedje in razporeditev (1). Tvorbo povezave skupine A katalizirajo  D,D-transpeptidaze, 
poznane tudi pod imenom penicilin-vezavni proteini (PBPs), ki jih zavirajo β-laktamski 
antibiotiki. Za skupino B je značilna navzkrižna povezava med α-karboksilno skupino D-
glutaminske kisline na mestu 2 oligopeptida (acil- akceptor) in karboksilno skupino D-Ala 
na mestu 4 drugega oligopeptida (acil- donor) (povezava 2-4). Zaradi obvezne premreženosti 
dveh karboksilnih skupin je prisotna interpeptidna povezava, ki vsebuje diaminsko kislino. 
Encimi, ki s svojim usklajenim delovanjem katalizirajo to vrsto povezav, so D,D-
karboksipeptidaze in L,D-transpeptidaze. Slednje so odporne na večino β-laktamskih 
antibiotikov (7). Skupino B peptidoglikana najdemo zgolj v nekaterih korinebakterijah in v 
nekaj anaerobnih bakterijah. Znana je še navzkrižna povezava 3-3, ki so jo odkrili v 
mikobakterijah, kjer pri Mycobacterium smegatis predstavlja eno tretjino vseh povezav. V 
ostalih bakterijah je njihov delež manjši  (1, 2, 8).  
 
Slika 3: Premreženost peptidoglikana (prirejeno po 1). 
1.4 BIOSINTEZA PEPTIDOGLIKANA 
Biosinteza PG in njegovih molekulskih intermediatov je znana že od poznih 50 let prejšnjega 
stoletja. Peptidoglikanski polimer je visoko premrežen in njegova sinteza poteka v več kot 
desetih encimskih poteh (slika 5) (7). Biosintezni encimi so glavna tarča uspešno razvitih in 
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zelo uporabnih antibiotikov, kot so β-laktami, glikopeptidi in fosfomicin (10). Večina genov 
udeleženih v biosintezi, se nahaja na skupku genov dcw (division-cell wall), skupaj z geni 
za celično delitev (11). Biosinteza PG je kompleksen proces, ki zajema okoli 20 reakcij, ki 
potekajo na treh znotrajceličnih lokacijah (3, 6):  
1) V citoplazmi: sinteza nukleotidnih prekurzorjev, ki vodi v sintezo lipida II 
2) Na notranji strani membrane: sinteza lipidnih intermediatov in prenos lipida II 
3) Na zunanji strani membrane: polimerizacija sintetiziranih substratov v 
makromolekulo  
Končni citosolni intermediat biosinteze PG je prekurzor UDP-N-acetilmuramil-L-alanil-D-
izoglutamil-mezo-diaminopimelil-D-alanil-D-alanin (UDP-MurNAc pentapeptid), ki ga 
sintetizira devet encimov (1, 10).  
1.4.1 Sinteza prekurzorjev peptidoglikana 
Začetek sinteze PG v citoplazmi lahko razdelimo na 4 glavne stopnje (11): 
1) Sinteza UDP-GlcNAc iz fruktoze-6-fosfata 
2) Sinteza UDP-MurNAc iz UDP-GlcNAc 
3) Sinteza peptidne verige (UDP-MurNAc-pentapeptid) 
4) Sinteza substratov D-Ala-D-Ala, m-DAP in D-Glu 
 
1) Sinteza UDP-GlcNAc  
V biosintezi UDP-GlcNAc sodelujejo štirje encimi. Prvi je esencialni in dimerni encim 
glukozamin-6-fosfat sintaza (GlmS), ki katalizira pretvorbo D-fruktoza-6-fosfata v D-
glukozamin-6-fosfat in pri tem uporablja L-glutamin kot vir dušika. Fosfoglukozamin 
mutaza (GlmM) katalizira dvosmerno reakcijo pretvorbe glukozamin-6-fosfata v 
glukozamin-1-fosfat (3, 6). Zadnji encim GlmU je bifunkcionalna 
acetiltransferaza/uridiltransferaza, ki pretvarja glukozamin-1-fosfat (GlcN-1-P) v N-
acetilglukozamin-1-fosfat (GlcNAc-1-P) in nato katalizira nastanek UDP-GlcNAc iz 
GlcNAc-1-P in uridin trifosfata v prisotnosti Mg2+ (11). 
2) Sinteza UDP-MurNAc  
Sledi pretvorba UDP-GlcNAc v UDP-MurNAc v dvostopenjski reakciji, ki jo katalizirata 
encima MurA in MurB (5, 8). MurA (UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza) 
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katalizira prenos enolpiruvatnega dela fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hidroksilno skupino 
UDP-GlcNAc. Nastane UDP-GlcNAc-enolpiruvat. V drugi stopnji reakcije sodeluje encim 
MurB (NADPH odvisna oksidoreduktaza), ki reducira enolpiruvatni ostanek UDP-GlcNAc-
enolpiruvata v D-laktat in omogoči nastanek UDP-MurNAc (5, 11). 
3) Sinteza UDP-MurNAc pentapeptida 
Kot smo omenili že zgoraj, se sinteza citoplazemskega prekurzorja UDP-N-acetilmuramil-
L-alanil-D-glutamil-mezo-diaminopimelil-D-alanil-D-alanina prične s pretvorbo UDP-
GlcNAc v UDP-MurNAc preko encimov MurA in MurB (slika 4). To pot zavira antibiotik 
fosfomicin, ki je selektivni zaviralec MurA (7). Kasneje v sintezni poti se dodaja vsaka 
posamezna aminokislina k rastoči peptidni verigi, ki je pripeta na MurNAc. Za to je potrebna 
pretvorba D-aminokislin v številnih korakih do nastanka D-Glu, m-DAP in D-Ala, ki so nato 
pripravljene na vezavo. Mur ligaze (MurC, D, E in F) so ključni encimi v izgradnji peptidne 
verige PG. Reakcije pripenjanja aminokislin L-Ala, D-Glu, meso-DAP ali L-Lys in D-Ala-
D-Ala na UDP-MurNAc v nastanku UDP-MurNAc pentapeptida katalizirajo encimi iz 
družine Mur ligaz, ki so neribosomske peptidne sintaze in za aktivnost potrebujejo ATP ter 
dvovalentni kation (Mg2+ ali Mn2+) (8, 11).  
Biosinteza peptidne verige se prične z adicijo prve aminokisline L-Ala na D-laktoilno 
skupino MurNAcilnega ostanka z encimom MurC. L-Ala je lahko zamenjana z Gly (M. 
leprae) ali L-Ser. Ostanek D-Glu se s pomočjo encima MurD veže na karboksi skupino 
ostanka L-Ala na UDP-MurNAc-L-Ala. Encim MurE katalizira pripenjanje m-DAP. Pri 
določenih vrstah bakterij najdemo namesto m-DAP oz. L-Lys druge AK (L-ornitin, LL- m-
DAP, L-diaminobutanojska kislina, L-homoserin). MurE ligaza je v večini primerov visoko 
specifična za točno določene AK in tako lahko vgradnja napačne povzroči lizo celice. 
Nazadnje zadnji dve AK (najpogosteje dipeptid D-Ala-D-Ala) na peptidno verigo (mesti 4 
in 5) doda encim MurF. Znana sta še D-Ala-D-Ser in D-Ala-D-Lac v sevih, odpornih proti 
vankomicinu. Peti encim MpI pripne tripeptid L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP neposredno na UDP-




Slika 4: Struktura pentapeptida UDP-MurNAc (prirejeno po 8). 
4) Sinteza substratov D-Ala-D-Ala, m-DAP in D-Glu 
Citoplazemski del sinteze PG vključuje številne substrate. Večina jih sodeluje v mnogih 
metaboličnih poteh (UTP, PEP, NADPH, ATP in L-aminokisline), nekateri pa so bolj 
specifični (m-DAP, D-Ala, D-Ala-D-Ala in D-Glu). Opisali bomo sintezo zadnjih 
omenjenih. Za nastanek D-Glu (iz L-Glu) sta odgovorna glutamat racemaza (MurI) in D-
aminokislinska aminotransferaza (D-AAT). m-DAP nastane iz L-aspartata v seriji reakcij, 
ki se pričnejo z aspartokinazo kodirano z genom ask. V peptidoglikanu esencialno D-Ala 
najdemo tudi v lipotehojski kislini pri gram pozitivnih bakterijah. Dipeptidni substrat za 
MurF (D-Ala-D-Ala) sintetizirata alanin racemaza (Alr) in D-Ala-D-Ala ligaza Ddl (6), (11).  
1.4.2 Sinteza lipida II in translokacija lipid-vezavnih intermediatov    
Za biokemijsko izgradnjo peptida II so potrebne štiri komponente: lipidni prenašalec 
undekaprenil fosfat, UDP-MurNAc-pentapeptid, UDP-GlcNAc ter encima, ki katalizirata 
tvorbo lipida II iz teh substratov: MraY in MurG. Prvi membranski korak v biosintezi PG 
vključuje fosfo-N-acetilmuramoil pentapeptid transferazo oz. membransko translokazo 
MraY. Ta katalizira prenos fosfo-MurNAc-pentapeptidnega dela UDP-MurNAc-
pentapeptida na akceptor undekaprenil fosfat. Pride do tvorbe MurNac-(pentapeptid)-
pirofosforilundekaprenola oz. lipida I. Sintezi lipida I sledi prenos GlcNAc iz UDP-GlcNAc, 
ki ga katalizira N-acetilglukozamin transferaza MurG, na lipid I in nastanek GlcNAc-
MurNAc-(pentapeptid)-pirofosforil-dekaprenola oz. lipida II (11). Šele nato na njem 
potečejo modifikacije, kot so amidacije, metilacije, glicilacije in dealkilacije na ostanku 
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MurNAc (8). Modifikacije lipida II potekajo na notranji strani celične membrane (tisti, ki je 
obrnjena proti citoplazmi). Po končanih modifikacijah se mora lipid II transportirati na 
zunanjo stran membrane, kjer potekajo polimerizacijske reakcije. Njegov prenos ni povsem 
pojasnjen, a vemo, da zahteva proteinski transporter oz. flipazo. Velika hidrofilnost 
disaharid-pentapeptidnega dela (PG monomer) lipida II preprečuje spontan prehod skozi 
membrano (ki je hidrofobna) in zahteva prisotnost proteinskega transporterja. Prenašalni 
proteini, ki imajo ključno vlogo pri teh reakcijah ostajajo neznani. Predvidevajo, da sta pri 
tem udeležena proteina FtsW in MviN in tudi flipaza MraY (8, 11). 
1.4.3 Polimerizacija lipida II   
Med celično rastjo in delitvijo se površina ogrodja okoli citoplazemske membrane veča z 
vgrajevanjem novega PG-materiala. Zaključne stopnje v izgradnji PG potekajo v periplazmi. 
Polimerizacija glikanskih verig in premreževanje peptidov potekata pod navzočnostjo 
različnih transglikozilaz, transpeptidaz in karboksipeptidaz (pogosto so to bifunkcionalne 
peniciloil serinske transferaze ali penicilin vezavni proteini (PBP). Število encimov se 
razlikuje med posameznimi vrstami bakterij. Peptidoglikanske sintaze delimo glede na 
njihovo aktivnost. Razred A PBP so bifunkcionalni encimi z glikoziltransferazno kot tudi 
transpeptidazno aktivnostjo. Razred B PBP (monofunkcionalne DD-transpeptidaze) je na 
splošno udeležen pri celični delitvi in ima samo transpeptidazno domeno. Razred C PBPs so 
peptidoglikanske hidrolaze s karboksipeptidazno aktivnostjo ali endopeptidazno aktivnostjo. 
V procesu polimerizacije prekurzor lipid II polimerizira v reakcijah pod vplivom 
glikoziltransferaz (GTaze). Med transglikozilacijo se disaharid, ki se nahaja na lipidu II, veže 
na prej obstoječo PG-verigo in sprosti se undekaprenil fosfat. Majhna količina undekaprenil 
fosfata, ki se sprosti med reakcijo transglikozilacije, se mora reciklirati nazaj na notranjo 
stran citoplazemske membrane za ponovno uporabo v sintezi lipida II. Pri tem podobno kot 
pri transportu lipida II sodelujejo prenašalni proteini. Sledi nastanek peptidnih premreženj s 
transpeptidazami (TPaze). Pri tem sodelujeta donorski pentapeptid, ki pri tem izgubi svoj 
karboksi-terminalni D-alaninski preostanek in akceptorski peptid s prosto aminsko skupino. 
Transpeptidazne reakcije povežejo peptide med na novo polimeriziranimi glikanskimi 
verigami in naredijo povezave tudi med peptidi nove in stare verige. Pri polimerizaciji 
sodelujejo tudi peptidoglikanske hidrolaze, ki omogočijo vgradnjo na novo pripetega PG z 
odprtjem mreže PG. Rast PG omogoča dinamični multiencimski kompleks, ki vsebuje vse 
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zahtevane encimske aktivnosti, te pa so tesno regulirane in koordinirane s celično rastjo (2, 
(3, 8, 11).  
1.5 RAZGRADNJA PEPTIDOGLIKANA 
PG je dinamična struktura, za katero je značilno konstantno izgrajevanje in remodeliranje. 
Celična rast, delitev in razkroj na manjše gradnike zahtevajo sodelovanje in sinergistično 
delovanje encimov odgovornih tako za sintezo kot hidrolizo PG (8, 11). Porušenje tega 
ravnotežja bi lahko pomenilo zavrtje rasti in lizo celice. Za uravnavanje aktivnosti teh 
encimov so odgovorne proteolitične degradacije encimov (npr. z zunajceličnimi 
proteazami), spremembe na transkripcijski ravni ali posttranskripcijske modifikacije ter tudi 
modifikacije njihovega substrata – PG (npr. O-acetilacija glikanskih verig, amidacija 
peptidnih verig) (3). PG-hidrolaze predstavljajo ogromno skupino encimov, ki vključuje 
glikozidaze, amidaze, endopeptidaze in karboksipeptidaze, ki so skupaj odgovorne za 
popolno predelavo polimera PG v topne fragmente. S svojim delovanjem lahko tudi uničijo 
integriteto PG, zato je toliko bolj pomembno, da so kontrolirani s strani biosinteznih 
encimov. Delujejo tako, da prekinejo vezi znotraj polimera ali topnih fragmentov PG in se 
zato nahajajo v periplazmi, na membrani ali v citoplazmi (8, 11). Razdelimo jih glede na 
njihovo sposobnost hidrolitične cepitve točno določene vezi. Glikozidaze (N-acetil-β-D-
glukozaminidaza in N-acetil-β-D-muramidaza) cepijo polisaharidno ogrodje PG (hidroliza 
β1-4 vezi med MurNAc in GlcNAc). N-acetilmuramil-L-Ala amidaza hidrolizira amidno 
vez med laktilno MurNAc in α-amino skupino L-Ala na peptidni verigi (3). Litične 
trasnglikozilaze katalizirajo formacijo 1,6-anhidromuramilnega obroča z intramolekularno 
transglikozilacijsko reakcijo v MurNAc ostanku sproščenega PG fragmenta. Različne oblike 
endopeptidaz in karboksipeptidaz lahko hidrolizirajo amidne vezi tako v peptidni verigi, kot 
med prečnimi povezavami PG. Prekinitev obstoječih vezi je nujna za vstavitev na novo 
sintetiziranih PG v zrelo celično steno. Ti dve nasprotujoči si aktivnosti razpada in združitve 
na drugi strani morata biti uravnoteženi z namenom zagotavljanja celične integritete. Sinteza 
PG je energetsko potratna, zato je bakterija razvila mehanizme, ki ji omogočajo ponovno 
uporabo sestavin celične stene za rast in celično delitev (8, 11). 
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1.6 RECIKLIRANJE OSNOVNIH INTERMEDIATOV V 
PEPTIDOGLIKANU 
Poleg povsem razumljivih prednosti, ki jih ima recikliranje sestavin PG na skladiščenje 
energije in ponovno uporabo intermediatov, ima ta proces tudi značajno vlogo pri 
zagotavljanju integritete celične stene, celičnem signaliziranju in antibiotični odpornosti, 
povzročeni z β-laktamazami. Poleg tega ima pomembno vlogo tudi pri zavrtju prirojenega 
imunskega sistema z učinkovito obnovo muropeptidov celične stene, ki bi sicer lahko 
stimulirali imunost prek proteinov, ki prepoznajo PG. Z degradacijo in recikliranjem 
prekurzorjev PG dobimo peptidne monomere GlcNAc-(1→4)-1,6-anhidro-MurNAc, 
disaharide GlcNAc-(1→4)-1,6-anhidro-MurNAc in proste peptide. Ko se muropeptidi 
prenesejo nazaj v citoplazmo, jih številne amidaze in epimeraze nadalje pretvorijo v 
produkte, ki so pripravljeni za sintezo novih prekurzorjev. NagA je eden izmed ključnih 
encimov v reciklaži PG. Odgovoren je za deacetilacijo GlcNAc-6P in predstavlja obetavno 
terapevtsko tarčo (10). Eden izmed encimov, ki sodeluje v reciklažni poti, je anomerna 
NAM/NAG–kinaza (AmgK), ki pretvarja MurNAc v MurNAc-1-fosfat, ki se nato z 
encimom MurU pretvarja v UDP-MurNAc. To je alternativna pot sinteze UDP-MurNAc, na 













Slika 5: Biosinteza peptidoglikana (prirejeno po 7). 
1.7 TEHOJSKE KISLINE IN NJIHOVA ZGRADBA 
Celična stena večine gram pozitivnih bakterij vsebuje tehojske kisline (TA), ki so anionski 
glikopolimeri, sestavljeni iz ponavljajočih se enot alditol-fosfat. Razdelimo jih lahko v dve 
skupini: tehojske kisline celične stene (WTA), ki so kovalentno vezane na molekule PG in 
lipotehojske kisline (LTA), ki so z glikolipidnim delom vsidrane v citoplazemsko membrano 
(slika 6) (3, 12). V gram pozitivnih organizmih lahko WTA predstavljajo tudi do 60% 
celotne mase celične stene (4). WTA je najpogosteje zgrajena iz poli-glicerolfosfatnih 
(poli(Gro-P)) ali poli-ribitolfosfatnih (poli(Rbo-P)) verig. Te so kovalentno vezane na PG 
prek fosfodiestrske vezi na C6-hidroksil MurNAc (3). Dolgim verigam glicerol- ali ribitol 
fosfatnih enot sledi povezovalna enota, ki je vezana na PG in je ponavadi sestavljena iz 
disaharida N-acetilmanozaminil-β(1,4)-N-acetilglukozamina in ene do treh Gro-P enot 
vezanih na C4 hidroksilno skupino ManNAc ostanka (4). Struktura LTA je sestavljena iz 
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poli(Gro-P) verige, ki je vezana na glikolipid. Nekatere proste hidroksilne skupine na Gro- 
ali Rbo-alditolnih enotah imajo vezane D-Ala ali monosaharide (Glc, Gal ali GlcNAc). 
Substituenti na D-alanilu lahko uravnavajo negativni naboj TAs, saj zagotovijo protonirane 
amino skupine, ki kompenzirajo negativni naboj fosfatnih skupin. Dolžina in stopnja 
substitucije verig poli(Gro-P) ali poli(Rbo-P) se med posameznimi vrstami razlikuje. V 
večini gram pozitivnih bakterij so prisotne tako LTAs kot WTAs, medtem ko lahko nekatere 
vrste  vsebujejo le LTA (3).  
 
Slika 6: Struktura WTA in LTA (prirejeno po 11). 
1.7.1 Biosinteza WTA in vezava na peptidoglikan 
Poznamo biosintezne encime Tag (za glicerol vsebujoče WTA) ali Tar (za ribitol vsebujoče 
WTA). Opisali bomo biosintezo s Tag; je pa ta podobna tisti s Tar. Biosinteza WTA se prične 
na citoplazemski strani membrane z encimom TagO, ki omogoči prenos GlcNAc-1-P iz 
UDP-GlcNAc na undekaprenil fosfat-lipidni prenašalec udeležen tudi pri sintezi PG (slika 
7). V drugem koraku encim TagA prenese acetilmanozamin (ManNAc) iz UDP-ManNAc 
na C4 hidroksilno skupino ostanka GlcNAc in omogoči nastanek β-disaharida (4). UDP-
ManNAc sintetizira encim MnaA z epimerizacijo UDP-GlcNAc v UDP-ManNAc. Sinteza 
povezovalne enote se konča, ko TagB primaza prenese eno enoto Gro-P, katere donor je 
CDP, in jo pripne na C4 hidroksilno skupino ManNAc. CDP je sestavljen iz CTP in glicerola 
z TagD. Polimerizacija WTA katalizira  TagF, ki doda Gro-P iz CDP-glicerola v nastajajočo 
verigo WTA. Dodanih je lahko do 60 alditol-fosfatnih skupin. Na koncu različni encimi (npr. 
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TarG ali TagH v Staphylococcus aureus) na verige poli-(Gro-P) dodajo še končne saharide. 
Po končani znotrajcelični biosintezi se veriga WTA prenese na zunanjo stran membrane s 
transporterjem ABC transporterjem TagGH. Sledi še kovalentna vezava verige na C6-OH, 
ki se nahaja na MurNAc na PG. Na koncu encimi DltA, B, C in D izvedejo še sintezo D-
alanil estrov (3, 4, 11).  
1.7.2 Biosinteza LTAs in njihovo sidranje v citoplazemsko membrano 
LTA so vezane na bakterijsko celico preko glikolipida, ki je vsidran na zunanjo stran 
membrane. Glikolipid je diglukozildiacilglicerol, ki ga encim YpfP sintetizira iz 
diacilglicerola z adicijo dveh Glc iz UDP-Glc. LtaA nato transportira diglukozildiacilglicerol 
iz notranje na zunanjo stran membrane. Tam poteče podaljšanje diglukozilne enote 
vsidranega lipida z LtaS prek polimerizacije, ko se večinoma dodajo enote Gro-1-P. Veriga 
LTA lahko vsebuje do 50 takšnih enot. Pri nekaterih vrstah prvo enoto dodana s specifična 
LTA-primaza (LtaP), ki spodbudi podaljšanje. Donor Gro-P je molekula 
fosfatdiacilglicerola. Diacilglicerol, ki se sprosti, se lahko ponovno uporabi v sintezi druge 
molekule LTA. Podobno kot pri WTAs poteče še pripajanje D-Ala. (3, 12). 
 
Slika 7: Biosinteza WTA in LTA  (prirejeno po 12). 
1.7.3 Vloga tehojske kisline 
WTA in LTA bistveno prispevajo k funkcionalnosti celične stene bakterij. TAs izvajajo 
ključne naloge v celični ovojnici, saj nadzirajo rigidnost in poroznost celične ovojnice in 
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vplivajo na bakterijsko morfologijo. Različne vloge, ki jih TAs opravljajo, so povezane z 
njihovim anionskim značajem ali njihovo porazdelitvijo znotraj bakterijske celične stene. 
Narava substituentov D-Ala, ki uravnavajo celotni in lokalni naboj TA, ima prav tako velik 
vpliv na funkcionalnost TA. V splošnem predstavljajo TA rezervoar ionov, ki se nahaja blizu 
celične stene in lahko zagotavlja ustrezno delovanje encimov. Zaradi njihovega anionskega 
značaja lahko vežejo katione (npr. Mg2+) in protone ter tako ustvarjajo gradient pH vzdolž 
celične membrane (3, 12). Lahko predpostavimo tudi, da gradient ionov na nek način omili 
vpliv osmotskega tlaka med notranjostjo in zunanjostjo celice (4). Sodelujejo tudi pri 
kontroli avtolizinov, ohranjanju bakterijske celične morfologije, prepoznavanju 
bakteriofagov, interakciji z gostiteljevim imunskim sistemom in so udeležene tudi pri 
kolonizaciji gostitelja. Vključene so tudi v celično delitev, homeostazo kationov in 
predstavljajo zaščito proti antimikrobnim peptidom in antibiotikom (3, 12). 
2. NAMEN DELA 
V okviru naše magistrske naloge bomo ovrednotili peptidoglikan pridobljen iz različnih 
sevov bakterij (S.aureus, B.subtilis, ΔSagB S.aureus) glede na vsebnost tehojskih kislin (oz. 
fosfata, ki je značilen za tehojske kisline) in prostih aminskih skupin (odražajo poškodbe na 
peptidoglikanu). Iz rezultatov vsebnosti bomo lahko sklepali, kateri postopek čiščenja 
peptidoglikana je najbolj optimalen. Želimo si čim nižji delež fosfatov (tehojskih kislin) in 
čim manj prostih aminskih skupin, ki nastanejo zaradi pogojev čiščenja. Iščemo torej 
kompromis. 
Peptidoglikan z najnižjo vsebnostjo fosfatov in prostih aminskih skupin bo najprimernejši 
za označevanje s fluorescentno sondo (barvilom), česar se bomo lotili v nadaljevanju našega 
eksperimentalnega dela. V drugem delu magistrske naloge želimo na izoliran peptidoglikan 
pripeti fluorescenčno sondo in na ta način postaviti encimski test na osnovi fluorescenčne 
detekcije za encime, ki razgrajujejo peptidoglikan. Pri encimski cepitvi peptidglikana 
nastanejo topni mono- in oligosaharidi, ki jih lahko detektiramo. Na ta način lahko sledimo 
encimski kinetiki razgradnje peptidoglikana, kar je osnova za testiranje zaviralcev encimov, 
ki razgrajujejo peptidoglikan.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 TOPILA IN REAGENTI 
Preglednica 1: Prikaz topil in reagentov, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu. 





C6H13NO5 · HCl 215,63 Sigma Aldrich 
kalijev dihidrogenfosfat KH2PO4 136,09 Kemika Zagreb 
prečiščena voda H2O 18,00 Pripravljena na 
Fakulteti za 
farmacijo 
natrijev hidroksid NaOH 40,00 Merck 
ninhidrin C9H6O4 178,14 Merck 
ocetna kislina CH3COOH 60,05 Merck 
klorovodikova kislina 
37 % 
HCl 36,46 Merck 
magnezijev dinitrat 
heksahidrat 
Mg(NO3)2 × 6(H2O) 256,40 Merck 
etanol CH3CH2OH 46,07 Merck 
fosfatni standard (800 
µM) 




/ / Enzo 





C11H15NO2 193,25 Alfa Aesar 









C6H5N3O · xH2O 135,12 Merck 
DIPEA (N,N-
diizopropiletilamin) 
((CH3CH2)NC2H5 129,24 Merck 
DMF (dimetilformamid) HCON(CH3)2 73,09 Merck 
etilacetat CH3COOC2H5 88,11 Merck 
1,4-dioksan C4H8O2 88,11 Merck 
 
Prečiščena voda: 
Prečiščeno vodo pripravljeno z aparaturo za reverzno osmozo MiliQ®, smo uporabili pri 
pripravi raztopin vzorcev, standardov in ostalih raztopin, ki smo jih uporabili pri 
eksperimentalnem delu. 
Fosfatni standard (800 µM) v destilirani vodi (priložen k reagentu BIOMOL® GREEN; 1 
viala (1 mL) 
Standard smo uporabili pri določanju vsebnosti fosfatov v naših vzorcih. 
Reagent BIOMOL® GREEN  
Priročen enostopenjski reagent za določanje prostega fosfata, ki smo ga uporabili pri našem 
delu. Je modifikacija klasičnega Malahitovega zelenega reagenta in ima številne prednosti: 
ni radioaktiven, ni potrebno mešanje, je enostopenjski reagent, dolg rok uporabnosti (> 6 
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mesecev pri 4 °C), odlična občutljivost, primeren za merjenje v mikrotitrskih ploščicah ali 
kivetah (13). 
Priprava 10 % raztopine MgNO3 v etanolu 
Zatehtali smo 5 g Mg(NO3)2 × 6H2O v 50 mL merilno bučko in dopolnili z etanolom do 
oznake. Merilno bučko smo zamašili, dobro premešali in jo ustrezno označili.  
Priprava 1 M raztopine HCl 
V 250 mL bučko smo odpipetirali 7,66 mL 37 % koncentrirane HCl (izračunali smo maso 
HCl (9,1 g): m = c ∗ Mr ∗ V in preko enačbe: 𝑉 =  m ρ⁄  preračunali dodani volumen HCl 
in s prečiščeno vodo dopolnili merilno bučko do oznake. Merilno bučko smo zamašili in 
dobro premešali.  
Priprava raztopine 0,2 M  fosfatnega pufra (pH=6) 
V 250 mL čašo smo zatehtali 5,44 g KH2PO4 in 0,18 g NaOH, in dodali 160 mL prečiščene 
vode. Dobro smo premešali na magnetnem mešalu, da je nastala bistra raztopina, in pomerili 
pH na pH-metru. Uravnali smo do ustrezne vrednosti pH: 6 z dodatkom nekaj kapljic 1 M 
NaOH ob mešanju. Tako pripravljeno raztopino pufra smo prelili v 200 mL merilno bučko 
in dopolnili do oznake s prečiščeno vodo. Merilno bučko smo zamašili, dobro premešali in 
ustrezno označili. 
Ninhidrin 
Ninhidrin je bel do rjavo-bel prah v obliki kristalov, topen v vodi in alkoholu. Pri segrevanju 
nad 100 °C barvo spremeni v rdečo. Njegova uporaba je razširjena pri analiznem 
določevanju aminokislin in ostalih podobnih struktur. Pri reakciji s primarnimi in 
sekundarnimi amini tvori značilen Ruhemann-ov vijoličen produkt (14). 
Priprava 0,8 % raztopine ninhidrina 
V 10 mL merilno bučko smo zatehtali 0,08 g ninhidrina in jo dopolnili do oznake s 
prečiščeno  vodo. Merilno bučko smo zamašili in dobro premešali. Ker se je ninhidrin počasi 
raztapljal, smo merilno bučko še sonicirali v ultrazvočni kopeli, da se je ves raztopil. Za 
vsako meritev smo morali pripraviti svežo raztopino zaradi oksidacije ninhidrina. 
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3.2 MERILNI PRIPOMOČKI IN APARATI 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednje pripomočke: 
- polavtomatske pipete BRAND Transferpette® S: 10 - 100 µL, 100 - 1000 µL in 0,5 
- 5 mL; Thermo SCIENTIFIC FINNPIPETTE® F2 1 - 10 μL,  
- nastavke za pipete BRAND®, 
- 5 in 10 mL penicilinke neoLAB, 
- epruvete bacto 12 × 75, Tlos Zagreb, 
- mikrocentrifugirke Eppendorf, 
- mikrotitrske plošče TPP® s 96 vdolbinicami, 
- 1,5 mL plastične semi-mikro kivete BRAND®, 
- parafilm BEMIS®, 
- laboratorijsko steklovino, kovinske žličke, plastične zamaške različnih 
proizvajalcev, magnetna mešala, 
- osebna zaščitna sredstva 
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednje aparate: 
― analizni tehnici AG245 in AT261 DeltaRange® proizvajalca METTLER TOLEDO 
― ultrazvočno kopel Sonis 3 proizvajalca ISKRA Pio,  
― spektrofotometrični čitalec mikrotitrskih ploščic Synergy HT Hybrid Reader 
proizvajalca BioTek®, 
― UV-Vis spektrofotometer Cary 50 Conc proizvajalca VARIAN, 
― pH meter MP 220 proizvajalca Mettler-Toledo, 
― enojna steklokeramična grelna plošča, 
― laboratorijski sušilnik, 
― laboratorijsko centrifugo mini G proizvajalca IKA, 
― membransko vakuumsko črpalko znamke Vacuubrand, 
― rotavapor znamke Büchi, 
3.3 RAČUNALNIŠKA PROGRAMSKA OPREMA 
― S spektrofotometričnim čitalcem mikrotitrskih ploščic in programom GEN5 203 smo 
izmerili absorbance vzorcev in standardov pri valovni dolžini 620 nm za fosfate in 
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570 nm za amine in iz dobljenih rezultatov izračunali vsebnosti fosfatov in aminov 
v naših vzorcih. 
― Za risanje grafov, analizo meritev absorbanc in izračun statističnih parametrov smo 
uporabili program Microsoft Excel 2016. 
― Reakcijske sheme smo narisali s programom ChemDraw Proffesional 12.0 podjetja 
Perkin Elmer. 
3.4 OPIS IN PRIPRAVA VZORCEV IN STANDARDOV 
3.4.1 Opis standardov 
Za metodo določanja fosfatnih skupin v vzorcih smo za izdelavo standardne raztopine 
uporabili fosfatni standard (800 µM) v destilirani vodi za BIOMOL® GREEN, ki se je 
nahajal v 1 mL viali, proizvajalca Enzo. 
Za pripravo osnovne standardne raztopine smo pri metodi določanja prostih -NH2 skupin v 
vzorcih uporabili D-(+)-glukozamin hidroklorid ≥ 99% (preglednica 2), proizvajalca Sigma-
Aldrich, ki je pri sobni temperaturi v obliki belih kristalov.  
















3.4.2 Opis vzorcev 
Prva serija vzorcev, ki smo jih analizirali, so vzorci peptidoglikana (za strukturo glej sliko 
9) izoliranega iz bakterijskih kultur Staphylococcus aureus (S.aureus) SH1000 in Bacillus 
subtilis (B.subtilis) 168. Očistila in liofilizirala jih je Sara Pintar na inštitutu Jožef Štefan. 
Tretirani so bili pod različnimi pogoji. Seznam vzorcev s pogoji testiranja ter masami pred 




Preglednica 3: Prikaz prve serije vzorcev peptidoglikana in njihovih mas pred in po tretiranju. 
  Masa pred 
tretiranjem (mg) 
Masa po tretiranju 
(mg) 








S1, B1 Netretiran vzorec 34,8 40,3 / / 
S2, B2 48 % HF, 48 h pri 4 °C 49,9 51,4 35 12 
S3, B3 1 M HCl, 4 h pri 37°C 52,1 41,8 34 11 
S4, B4 250 mM NaOH, 1,5 h pri 37 
°C, 18h pri 4°C  
50,5 47,7 29 15 
S5, B5 100 mM NaOH, 18 h pri 37 
°C 
50,3 40,7 27 9 
B6* 1 M NaOH 18 h pri 37 °C 9,1 9,6 0 < 1 mg 
B7 48 % HF, 24 h pri 4 °C / 41 / 11 
 
 
Slika 8: Prikaz upada mase peptidoglikana po tretiranju. 
Pri vzorcih B. subtilis opazimo večje zmanjšanje mase po tretiranju kot pri S. aureus (slika 
8). Zmanjšanje mase ni nujno samo posledica tretiranja, ampak tudi spiranja vzorcev po 
tretiranju. Za tretiranje z 1 M NaOH (vzorec B6*) je ostalo zelo malo vzorca, tako da po 
tretiranju peptidoglikana S. aureus ni bilo dovolj vzorca, da bi se ga dalo sprati. Pri B. subtilis 
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je ostalo manj kot 1 mg vzorca, zato smo mu pomerili samo vsebnost fosfatov, saj ga ni bilo 
dovolj še ta testiranje na vsebnost aminov. 
Testirali smo tudi drugo serijo vzorcev, v kateri so bili vsi tretirani z 48 % HF. Razlika med 
njimi je bila v času tretiranja. Poleg S. aureus in B. subtilis smo z liofilizacijo pripravili še 
peptidoglikan, izoliran iz S. aureus z izbitim genom za SagB (ΔSagB). Seznam vzorcev je 
prikazan v preglednici 4. SagB je glukozaminidaza, ki jo uvrščamo v skupino hidrolaz. To 
so encimi, ki so zadolženi za razgradnjo peptidoglikana in delujejo v sožitju z biosinteznimi 
encimi. Peptidoglikan bakterij z izbitimi geni za SagB ima precej daljše glikanske verige in 
bi lahko bil boljši substrat (15). 
Preglednica 4: Prikaz druge serije vzorcev peptidoglikana. 
Oznaka vzorci 
S 24 h S. aureus 24 h 
B 24 h B. subtilis 24 h 
Δ 24 h ΔSagB S. aureus 24 h 
S 48 h S. aureus 48 h 
B 48 h B. subtilis 48 h 
Δ 48 h ΔSagB S. aureus 48 h 
S 72 h S. aureus 72 h 
B 72 h B. subtilis 72 h 
Δ 72 h ΔSagB S. aureus 72 h 
S netret S. aureus netretiran 
B netret B. subtilis netretiran 
Δ netret ΔSagB S. aureus netretiran 
 
 
Slika 9: Struktura polisaharidnega dela peptidoglikana. 
22 
 
3.4.3 Določanje vsebnosti fosfatnih skupin v vzorcih peptidoglikana 
3.4.3.1 Priprava raztopin standardov 
Fosfatni standard (800 µM) v destilirani vodi je že bil pripravljen (priložen BIOMOL® 
GREEN reagentu). Standard smo enkrat redčili glede na predpis iz navodil za uporabo za 
rokovanje z reagentom BIOMOL® GREEN. 20 µL standarda smo v penicilinki razredčili s 
380 µL prečiščene vode (redčenje 1:20), da smo dobili koncentracijo 40 µM, iz katere smo 
nato po navodilu izvedli nadaljnja redčenja, da smo dobili ustrezno umeritveno krivuljo (13). 
3.4.3.2 Priprava raztopin vzorcev 
V 5 mL penicilinke smo zatehtali približno natančno po 1 mg vzorca prve serije 
peptidoglikana (S1-S5; B1-B7)) in prav tako približno natančno enake zatehte dvanajstih 
vzorcev druge serije (S 24 h-S netret; B 24 h-B netret; Δ 24 h-Δ netret), ter jih raztopili v 
ustrezni količini prečiščene vode, da smo dobili koncentracije 1 mg/mL. Nadalje smo v nove 
5 mL penicilnike odpipetirali po 40 µL pripravljenih vzorčnih raztopin in jim dodali 100 µL 
10 % raztopine MgNO3 v etanolu. Tako pripravljene raztopine vzorcev smo postavili na 
steklokeramično ploščo in segrevali, dokler ni izparela vsa tekočina in je ostala bela oborina. 
Nato smo vzorce žarili še približno 30 min pri temperaturi 350-400 °C. Penicilinke z vzorci 
smo ohladili na sobno temperaturo in v vsako dodali 300 µL 1 M raztopine HCl. Vsebina se 
je raztopila in dobili smo bistre raztopine vzorcev, primerne za nadaljnje eksperimentalno 
delo (16).  
3.4.4 Določanje prostih aminskih skupin v vzorcih peptidoglikana 
3.4.4.1 Priprava raztopin standardov 
Pripravili smo osnovno raztopino glukozamina kot standarda s koncentracijo 1 mg/mL. 
Zatehtali smo 6 mg glukozamina in ga v 10 mL čaši raztopili v 6 mL prečiščene vode 
(približen volumen potreben za nadaljnja redčenja). Nato smo v 5 mL penicilinkah z redčenji 
s prečiščeno vodo pripravili po 2 mL standardnih raztopin različnih koncentracij (0,05 
mg/mL – 0,5 mg/mL), ki smo jih potrebovali za izdelavo umeritvene premice. Za pripravo 
končnih raztopin standarda smo iz vsake penicilinke odpipetirali 1600 µL standardne 
raztopine ustrezne koncentracije, ki smo jih predhodno pripravili (V = 2 mL) in jih prenesli 
v manjše epruvete velikosti 12 mm × 75 mm. V vsako epruveto smo nato dodali najprej 200 
µL 0,8 % raztopine ninhidrina in nato še 200 µL 0,2 M fosfatnega pufra (pH = 6). Slepi 
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vzorec je vseboval samo 1600 µL prečiščene vode z dodatkom 200 µL 0,2 M fosfatnega 
pufra (pH = 6) in 200 µL 0,8 % raztopine ninhidrina (14). 
3.4.4.2 Priprava raztopin vzorcev 
V 5 mL penicilinke smo natehtali približno natančno po 2 mg vzorca prve serije (S1-S5, B7) 
in prav tako približno natančno enake zatehte dvanajstih vzorcev druge serije (S 24 h-S 
netret; B 24 h-B netret; Δ 24 h-Δ netret) peptidoglikana. Raztopili smo jih v ustrezni 
količini prečiščene vode, da smo dobili koncentracijo 1 mg/mL (približno 2 mL). Zaradi 
slabe topnosti vzorcev je bilo potrebno nekajminutno soniciranje. Nato smo pripravili 
končne vzorčne raztopine na enak način kot standarde. V manjše epruvete velikosti 12 mm 
× 75 mm smo prenesli po 1600 µL raztopine in dodali v vsako najprej 200 µL 0,8 % raztopine 
ninhidrina in nato še 200 µL 0,2 M fosfatnega pufra (pH = 6) (14).  
 
3.5 IZVEDBA METOD EKSPERIMENTALNEGA DELA 
3.5.1 Postopek določanja fosfatov v vzorcih peptidoglikana 
Na mikrotitrsko ploščico smo v duplikatu (v dveh ponovitvah) nanesli najprej 100 µL 
najvišje koncentracije (40 µM) predhodno pripravljenega fosfatnega standarda. V vdolbinice 
2-8 smo v duplikatih napipetirali po 50 µL MiliQ® prečiščene vode. Nato smo ostale 
koncentracije fosfatnega standarda pripravili tako, da smo iz prvega nanosa odpipetirali 50 
µL in to prenesli v naslednji vdolbinici. Nekajkrat smo premešali s pipetiranjem navzgor in 
navzdol. Postopek smo nadaljevali vse do sedme vdolbinice, ko smo iz nje odpipetiranih 50 
µL zavrgli, saj je bila osma vdolbinica slepi vzorec. Tako smo imeli v duplikatih nanešenih 
sedem standardnih vzorcev v različnih koncentracijah. Zadnji vzorec je bila slepa brez 
fosfata. Sledilo je nanašanje vzorcev peptidoglikana v triplikatih. V vsako vdolbinico smo 
napipetirali po 50 µL posameznega vzorca prve serije (S1-S5; B1-B7). Za slepi vzorec smo 
določili mešanico 10 % raztopine MgNO3 in 1 M HCl. Nato smo v zapolnjene vdolbinice 
dodali po 100 µL reagenta BIOMOL® GREEN, tako da je bil skupni volumen 150 µL. 
Mikrotitrsko ploščico smo inkubirali 20-30 min, da se je razvilo zeleno obarvanje. 
Absorbance smo pomerili s spektrofotometričnim čitalcem mikrotitskih ploščic Synergy HT 
Hybrid Reader in programom GEN5 203 pri valovni dolžini 620 nm. Za drugo serijo vzorcev 
(S 24 h-S netret; B 24 h-B netret; Δ 24 h-Δ netret) smo postopek ponovili (13). 
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3.5.1.1 Izračun vsebnosti fosfatnih skupin  
Rezultate meritev smo podali kot povprečja absorbanc in od tega odšteli absorbanco slepega 
vzorca.  
Za standarde smo izračunali povprečje dveh izmerjenih absorbanc in odšteli absorbanco  





− A (slepega vzorca)                   Enačba 1 
A1, A2 – izmerjene absorbance duplikata določene koncentracije standarda 
A (slepega vzorca) – absorbanca določene koncentracije vzorca brez fosfatnega standarda 
 
Za vzorce smo izračunali povprečje treh izmerjenih absorbanc in odšteli absorbanco slepega 





− A (slepega vzorca)                   Enačba 2 
A1, A2, A3 – izmerjene absorbance triplikata določene koncentracije vzorca 
A (slepega vzorca) – absorbanca določene koncentracije vzorca brez peptidoglikana 
 
Iz koncentracij in rezultatov standardov smo v programu Microsoft Excel 2013 narisali 
umeritveno premico: absorbanca standarda v odvisnosti od koncentracije, na podlagi katere 
smo izračunali vsebnost fosfatov v vzorcih. Najprej smo v enačbo premice vstavili vrednosti 





                                                               Enačba 3 
y – absorbanca vzorca, izračunana po enačbi 2 
n – začetna vrednost enačbe umeritvene premice  
k – koeficent enačbe umeritvene premice 
 





S statistično funkcijo STEYX smo izračunali standardno napako (SN) predvidene vrednosti 




[∑(y − y̅)2 −
[∑(x−x̅)(y−y̅)]2
∑(x−x̅)2
]                    Enačba 4 (17) 
 
n – velikost vzorca,                                   y – matrika ali obseg odvisnih podatkovnih točk, 
?̅? – srednja vrednost y,                              x – matrika ali obseg neodvisnih podatkovnih točk. 
?̅? – srednja vrednost x. 
Vsebnost fosfata v nmol v 1 mg vzorca smo izračunali po enačbi 5. 
 
Vsebnost (nmol fosfata v 1 mg vzorca) = x * redčitve        Enačba 5 
 
 
3.5.2 Postopek določanja vsebnosti aminskih skupin v vzorcih peptidoglikana  
Epruvete s standardnimi raztopinami glukozamina (V = 2 mL), ki smo jih pripravili po 
postopku, ki ga je izvedel Wu Y s sodelavci, smo za 30 min postavili v predhodno segret 
sušilnik na 100 °C (14). Po segrevanju smo jih ohladili na sobno temperaturo, prenesli 
alikvote na mikrotitrsko ploščico in pomerili absorbance s čitalcem mikrotitrskih ploščic 
Synergy HT Hybrid Reader in programom GEN5 203 pri valovni dolžini 570 nm. Šest 
standardnih raztopin z različnimi koncentracijami, slepi vzorec in vzorce peptidoglikana 
(S1-S5; B1-B7) smo nanesli v triplikatih. Raztopine vzorcev peptidoglikana smo pred 
nanosom na mikrotitrsko ploščico še centrifugirali zaradi motnosti, ki bi lahko motila 
merjenje absorbance. Na dnu mikrocentrifugirk je ostala usedlina neraztopljenega 
peptidoglikana. Glede na protokol smo izvedli desetkratno redčenje. Napipetirali smo po 30 
µL posameznih raztopin in v vsako vdolbinico dodali še 270 µL mešanice prečiščene vode 
in fosfatnega pufra (1:10), ki smo jo predhodno pripravili. Absorbance smo pomerili s 
spektrofotometričnim čitalcem mikrotitrskih ploščic Synergy HT Hybrid Reader in 
programom GEN5 203 pri valovni dolžini 570 nm. Za drugo serijo vzorcev (S 24 h-S netret; 
B 24 h-B netret; Δ 24 h-Δ netret) smo postopek ponovili (14).  
3.5.2.1 Izračun vsebnosti aminskih skupin v vzorcih  
Vsebnosti aminskih skupin v vzorcih peptidoglikana smo izračunali po enakem postopku 
kot vsebnost fosfatov. Najprej smo izračunali povprečja izmerjenih absorbanc za standarde 
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in vzorce ter od teh odšteli slepe vrednosti. Nato smo iz absorbanc standardov v programu 
Microsoft Excel 2013 narisali umeritveno premico absorbance standarda v odvisnosti od 
koncentracije. S pomočjo enačbe premice smo nadalje izračunali vsebnost aminskih skupin 
v vzorcih. Tako kot pri fosfatih smo s statistično funkcijo STEYX izračunali standardno 
napako (SN). Pri končnem izračunu vsebnosti smo upoštevali tudi redčitve. 
3.5.3 Označevanje peptidoglikana 
3.5.3.1 Sinteza fluorescenčnega označevalca: 7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-
karboksilna kislina 
POSTOPEK: 
I. stopnja: Sinteza etil 7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilata 
V 250 mL bučko smo natehtali 6,70 g (34,64 mmol) 4-dietilaminosalicilaldehida. Nato smo 
dodali 15,80 mL (103,9 mmol; 3 eq) dietilmalonata. Sledil je še dodatek 0,684 mL (6,92 
mmol; 0,2 eq) piperidina in 0,198 mL (3,46 mmol; 0,1 eq) ocetne kisline. Na koncu smo 
dodali 100 mL brezvodnega etanola. Tako pripravljeno reakcijsko zmes smo pustili mešati 
24 h ob refluksu v oljni kopeli pri 94 °C. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno 
kromatografijo, s katero smo po 24 h tudi potrdili nastanek pričakovanega produkta. Topilo 
iz reakcijske zmesi smo uparili pri znižanem tlaku. Nadaljevali smo z drugo stopnjo brez 




Slika 10: Reakcijska shema prve stopnje priprave kumarinskega fluorofora 
 
 
II. stopnja: Sinteza 7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilne kisline 
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Oljnat preostanek iz prve stopnje smo po uparevanju topila kvantitativno prenesli v 1000 mL 
bučo in vanjo dolili 120 mL 1,4-dioksana. Nato smo po kapljicah med mešanjem z 
magnetnim mešalom (uporabili smo največji magnet) postopoma dodajali 121,2 mL 2 M 
vodne raztopine NaOH (7 eq). Morali smo dobro mešati, saj se je zmes na začetku zelo 
zgostila. Po določenem času se je malo razredčila in dobili smo gosto rumeno-oranžno 
suspenzijo. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Tudi po večurnem 
mešanju in dodajanju še nekaj kapljic NaOH smo v reakcijski zmesi še vedno imeli prisotno 
izhodno spojino, a smo reakcijsko zmes kljub temu nevtralizirali s koncentrirano HCl in 
uravnali pH na 2-3. Pri tem smo bučko položili na ledeno kopel in mešali naprej. Ko smo se 
bližali ustreznemu pH, smo opazili izpadanje oranžnih kristalov v reakcijski zmesi. Po 
približno polurnemu hlajenju na ledeni kopeli smo produkt odfiltrirali ter na koncu sprali s 
50 mL mrzle prečiščene vode. Ker smo pri izvedbi tankoplastne kromatografije videli, da je 
v matičnici prisotnega še nekaj produkta, smo se odločili za ekstrakcijo matičnice z 
etilacetatom. Organsko fazo smo uparili pri znižanem tlaku in pustili sušiti na zraku 24 h, da 
se je produkt dobro posušil. Produkt, ki smo ga dobili po filtraciji, pa smo prekristalizirali iz 
brezvodnega etanola. Izpadle kristale smo nato odfiltriali, sprali z matičnico in ga posušili v 
sušilniku. Dobro posušen je bil pripravljen za reakcije označevanja peptidoglikana (m = 




Slika 11: Reakcijska shema druge stopnje priprave kumarinskega fluorofora. 
3.5.3.2 Reakcija označevanja peptidoglikana 
Za označevanje smo uporabili PG B. subtilis, tretiran z 48 % HF, 24 h pri 4 °C in PG S. 
aureus, tretiran prav tako z 48 % HF, 48 h pri 4 °C. Postopek označevanja smo izvedli po 




V 10 mL bučko smo natehtali PG in ostale reagente (glej preglednico 5). Na koncu smo 
dodali še brezvodni DMF. Pri izračunu mase reagentov smo upoštevali množinsko razmerje 
reagentov iz predpisa za reakcijo nastanka amida, ki ga je pripravil Lin Y s sodelavci (18). 
Reakcijsko zmes smo pustili mešati 24 h pri sobni temperaturi pod argonovo atmosfero. 
Topilo iz bučke smo odparili pod tlakom. Preostanek smo kvantitativno prenesli v stehtano 
mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 6000 obratih na minuto. Vsebino v 
mikrocentrifugirki smo suspendirali v acetonitrilu in ponovno centrifugirali. Spiranje PG 
smo ponavljali tako dolgo, da smo dobili bister supernatant. Na koncu smo PG suspendirali 
v metanolu in zopet centrifugirali. Odpipetirali smo supernatant in trdni preostanek sušili 24 
h na zraku. Za oba vzorca smo preverili encimsko kinetiko cepitve fluorescentno označenega 
PG. 
 
Slika 12: Reakcija označevanja peptidoglikana 
 
Preglednica 5: Reagenti v reakciji označevanja peptidolgikana. 
Reagenti B. subtilis (48 % HF, 24 
h pri 4 °C) 
S. aureus (48 % HF, 18 h 
pri 4 °C) 




EDC (mg) 8,19 22,7 
HOBT (mg) 5,77 16,01 
DIPEA (µL) 11,1 31 




4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 DOLOČANJE VSEBNOSTI FOSFATOV IN PROSTIH 
AMINSKIH SKUPIN V VZORCIH PEPTIDOGLIKANA: 1. FAZA 
OPTIMIZACIJE 
Tehojske kisline so sestavni del celične stene večine gram pozitivnih bakterij. Vsebujejo 
fosfate, saj so zgrajene iz poli-glicerolfosfatnih ali poli-ribitolfosfatnih verig. Fosfati so 
prisotni še v fosfodiestrskih vezeh, preko katerih so te verige kovalentno vezane na PG. V 
naših vzorcih peptidoglikana smo si želeli čim manjšo vsebnost fosfatov oz. tehojske kisline, 
saj so te pokazatelj čistosti peptidoglikana. Želeli smo pridobiti čim bolj očiščen 
peptidoglikan, ki bi bil najprimernejši za označevanje s fluorescenčno sondo. V prvi seriji 
vzorcev je bil peptidoglikan očiščen pod različnimi pogoji in naša naloga je bila, da 
ugotovimo, kateri postopek je najuspešnejši. Standard fosfata, ki je bil priložen k reagentu 
BIOMOL® GREEN, smo na mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami nanesli v duplikatih, 
vzorčne raztopine pa v triplikatih. S spektrofotometričnim čitalcem mikrotitrskih ploščic 
smo izmerili absorbance pri 620 nm. Rezultate smo podali v obliki stolpičnega diagrama 
(sliki 17 in 18) z vsebnostmi fosfatov v µmol na 1 mg posameznega vzorca peptidoglikana. 
Pri odstranjevanju tehojske kisline je možno, da kot stranska reakcija poteče deacetilacija N-
acetilglukozamina in/ali N-acetilmuraminske kisline, kar zaznamo kot prisotnost prostih 
aminskih skupin v vzorcu peptidoglikana. To bi lahko vplivalo na afiniteto tako 
modificiranega PG do avtolizinov, zato smo želeli preveriti, v kolikšni meri je prišlo do 
tvorbe prostih –NH2 pri naših vzorcih. Standardne in vzorčne raztopine smo v triplikatih 
nanesli na mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami. Nato smo s spektrofotometričnim 
čitalcem mikrotitrskih ploščic izmerili absorbance pri 570 nm. Končne rezultate smo podali 
v obliki stolpičnega diagrama z vsebnostmi prostih aminskih skupin v µmol na 1 mg 
posameznega vzorca peptidoglikana. 
4.1.1 Umeritvena krivulja z reagentom BIOMOL® GREEN  
Najprej smo pripravili umeritveno krivuljo za fosfate po postopku, ki sta ga opisala 
Romaniuk JAH in Cegelski L (16). Kot standard smo uporabili raztopino NaH2PO4 × H2O. 
V penicilnkah smo pripravili različne koncentracije standardnih raztopin po postopku, ki 
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smo ga uporabili tudi za izdelavo vzorcev peptidoglikana (glej 3.4.3.2). Po prvem poskusu 
smo dobili precej izstopajoče vrednosti na umeritveni krivulji (R2 = 0,9431). Postopek smo 
ponovili še dvakrat, da bi dokazali ponovljivost, vendar smo zopet dobili precej 
neenakomerne vrednosti pri vsebnosti fosfatov v vzorcih in neustrezno umeritveno krivuljo 
(R21
 = 0,7529, R22 = 0,5211) . Odločili smo se za uporabo reagenta BIOMOL® GREEN 
namesto amonijevega molibdata in merjenje absorbanc na mikrotirski ploščici, kar se je 
izkazalo za dobro odločitev. Z uporabo tega reagenta smo namreč pričakovali boljšo 
umeritveno premico in ponovljivost. V preglednici 6 lahko vidimo glavne razlike med 
obema postopkoma določanja vsebnosti fosfatov v vzorcih peptidoglikana, ki smo ju 
uporabili pri našem delu. 
Preglednica 6: Primerjava dveh postopkov določanja vsebnosti fosfatov. 
 Določanje vsebnosti 
fosfatov z reagentom 
BIOMOL® GREEN  
Določanje vsebnosti 
fosfatov z amonijevim 
molibdatom 
Standard Fosfatni standard (800 
µM) priložen k reagentu 
BIOMOL® GREEN  
Raztopina NaH2PO4 × 
H2O 
Čas in temperatura 
inkubacije standardov 
in vzorcev 
30 min na sobni 
temperaturi 
30 min pri 45 °C 
Reagent reagent BIOMOL® 
GREEN  
Mešanica reagenta z 
amonijevim molibdatom 
 
Merjenje absorbance Na mikrotitrski ploščici s 
spektrofotometričnim 
čitalcem mikrotitrskih 
ploščic pri 620 nm. 
V plastičnih kivetah na 
UV-Vis spektrofotometru 
pri 820 nm. 
 
Obarvanje zeleno modro 
 
V preglednici 7 vidimo koncentracije in množine nanesenih raztopin, ter izmerjene 
absorbance, ki ustrezno naraščajo z večanjem koncentracije fosfata. Na sliki 13 je prikazana 
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umeritvena premica. Eno vrednost, ki je izstopala iz linearnega območja (vrednost pri 
množini fosfata 1 nmol; na grafu označena z rdečo), smo izpustili. 
Preglednica 7: Rezultati meritev absorbanc pri določanju vsebnosti fosfatov v prvi seriji vzorcev za standard 
fosfata. 
Koncentracija fosfata (µM) Množina fosfata (nmol) Absorbanca 
0 0 0,099 
0,625 0,031 0,0025 
1,25 0,063 0,01 
2,50 0,125 0,024 
5 0,25 0,0565 
10 0,5 0,118 
20 1 0,238 
40 2 0,318 
 
 
Slika 13: Umeritvena premica za standard fosfata BIOMOL® GREEN pri določanju vsebnosti fosfatov v prvi 
seriji vzorcev. 
4.1.2 Ninhidrinska reakcija z glukozaminom   
Za standard smo uporabili glukozamin, ki je komponenta hitina, mukopolisaharidov, kot je 
heparin, in ostalih kompleksnih polisaharidov. Ponavadi je v acetilirani (-NH-COCH3) ali 
sulfatirani obliki (-NH-SO3
-). V obliki N-acetilglukozamina se nahaja tudi v peptidoglikanu. 
Glukozamin in njegovi derivati ne absorbirajo v ultravijoličnem in vidnem območju valovne 
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dolžine, z običajnimi metodami raztapljanja, zato ga ne moremo detektirati s stroškovno 
učinkovitimi metodami. Trenutno so na voljo za detekcijo glukozamina v vodnem mediju le 
drage in sofisticirane metode, kot so kapilarna elektroforeza (CE) in tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) s specifično detekcijo (npr. masna spektrometrija). 
Nedavno pa so razvili novo metodo, pri kateri raztopini glukozamina dodamo zadostno 
količino raztopine ninhidrina. Poteče reakcija (glej sliko 14), pri kateri pride do barvne 
spremembe, ki jo spektrofotometrično določimo. Ninhidrin in glukozamin reagirata in pri 
tem nastane primarni amin na ninhidrinu. Pri segrevanju raztopine nastali amin reagira z 
drugo molekulo ninhidrina do modro-vijolično obarvanega produkta (Ruhemann-ov 
kompleks), ki ima maksimalno absorbanco pri 570 nm (14). 
 
Slika 14: Prikaz reakcijske sheme ninhidrinske reakcije 
Pred uporabo protokola za izdelavo umeritvene krivulje z glukozaminom, ki so ga izvedli 
Wu Y., Hussain M. in Fassihi R. in se je izkazal za uspešnega, smo imeli še dva neuspela 
poskusa (14).  
Najprej smo vsebnost aminskih skupin želeli določiti glede na postopek, ki ga je izvedel 
Gupta C. s sodelavci za detekcijo pregabalina v različnih medijih (19). V penicilinkah smo 
pripravili vodne raztopine glukozamina z različnimi koncentracijami. Nato smo v vsako 
dodali 1 mL raztopine ninhidrina (3% w/v) pripravljene v DMSO. Raztopine v penicilinkah 
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smo segrevali do vretja na steklokeramični plošči. Ohladili smo jih na sobno temperaturo in 
pomerili absorbance pri 571 nm. Pripravili smo tudi raztopino enega vzorca peptidoglikana 
tretiranega s TFA, ki smo ga uporabljali za začetna testiranja, preden smo dobili večje število 
vzorcev. V prilogah I, II in III so vidni rezultati naših prvih meritev. Raztopine so se vidno 
obarvale. Standardi z najnižjimi koncentracijami glukozamina so se obarvali rumeno do 
svetlo zeleno; standardi z višjimi pa temno modro. Rahlo rumenkasto se je obarval tudi 
vzorec. Ko smo eksperiment izvedli ponovno, smo ugotovili, da postopek ni ponovljiv. 
Raztopine se po segrevanju niso obarvale oz. je bilo obarvanje komaj zaznavno. Odločili 
smo se za drug protokol, ki sta ga izvedla Rahman N. in Kashif M. za določanje famotidina 
v tabletah (20). Podobno kot zgoraj smo pripravili standardne raztopine glukozamina z 
različnimi koncentracijami, le da smo tokrat kot topilo izbrali DMF namesto vode. V vsako 
epruveto smo dodali 0,06 M raztopino ninhidrina v DMF. Epruvete z raztopinami smo 
segrevali 15 min na 100 °C. Kljub začetnemu vijoličnemu obarvanju so se raztopine po 
ohladitvi na sobno temperaturo popolnoma razbarvale, zato se nismo odločili za 
nadaljevanje poskusa in merjenje absorbanc, saj očitno do želene reakcije ni prišlo. 
Sklepamo lahko, da je bil pri obeh neuspelih metodah problem, da ju nismo mogli prenesti 
na glukozamin. Zato smo se odločili za iskanje vira, kjer bi za izdelavo umeritvene krivulje 
s pomočjo ninhidrinske reakcije uporabili ravno glukozamin.  
Izbrali smo protokol, kjer so za izdelavo umeritvene premice uporabili ravno standardne 
raztopine glukozamina (14). Postopek se je od prejšnjih dveh razlikoval predvsem po 
dodatku 0,2 M fosfatnega pufra (pH = 6), ki bi lahko bil glavni vzrok za uspešnost reakcije. 
Absorbanco smo pomerili šestim pripravljenim standardnim raztopinam z naraščajočimi 
koncentracijami glukozamina (0,05-0,5 mg/mL) po 30 min inkubaciji pri 100 °C. V 
preglednici 8 so poleg koncentracij standardnih raztopin prikazane še množine glukozamina 
v standardnih raztopinah v nmol ter izmerjene absorbance. Z naraščanjem koncentracije 
glukozamina, narašča tudi izmerjena absorbanca. Kot smo zgoraj že omenili, je med 
glukozaminom in ninhidrinom potekla reakcija s tvorbo obarvanega produkta, ki daje modro 
do vijolično barvo in maksimalno absorbira pri valovni dolžini 570 nm, pri kateri smo tudi 
izmerili absorbanco naših standardnih raztopin. Na sliki 16 so prikazane epruvete po 
inkubaciji in ohladitvi na sobno tempreturo, kjer jasno vidimo razvoj barve. Ta je bila tudi 
po nekaj urah še vedno obstojna in nespremenjena. Raztopina v epruveti z oznako 0, ki smo 
jo uporabili kot slepo vrednost in ni vsebovala glukozamina, se po pričakovanjih ni obarvala. 
Epruvete z najvišjo vsebnostjo glukozamina so najintenzivnejše obarvane. Iz dobljenih 
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meritev smo izdelali umeritveno premico odvisnosti množine glukozamina od absorbance 
(slika 15). Upoštevali smo pet koncentracij glukozamina, saj je bila ena točka izven 
linearnega območja (vrednost 5; označena z rdečo na grafu). Koncentracije glukozamina 
smo pretvorili v množine, saj smo se odločili, da bomo končni rezultat podali v obliki 
vsebnosti aminskih prostih skupin v µmol na 1 mg peptidoglikana.  





glukozamina v standardni 
raztopini (mg/mL) 




0. 0 0 0,0487 
1. 0,05 8,37 0,0157 
2. 0,1 16,7 0,116 
3. 0,2 33,5 0,335 
4. 0,3 50,2 0,546 
5. 0,4 66,9 1,033 
6. 0,5 83,7 1,035 
 
 





Slika 16: Epruvete s standardnimi raztopinami glukozamina po ninhidrinski reakciji. 
 
4.1.3 Preiskovani vzorci 
Vsebnost fosfatov in aminov smo določali v 12 vzorcih peptidoglikana, ki smo jih izolirali 
iz sevov S. aureus in B. subtilis. Netretirane vzorce smo primerjali s tretiranimi pod šestimi 
različnimi pogoji. Vzorci so bili obdelani s kislinama 48 % HF in 1 M HCl ter z 100 mM 
NaOH in 250 mM NaOH. Razlike so bile tudi v temperaturi in času tretiranja.  
4.1.4 Rezultati 
Rezultate smo podali v preglednici 9 za vsebnost fosfatov in v preglednici 10 za vsebnost 
prostih aminskih skupin. Podali smo imena vzorcev, tj. vrsto seva bakterije in pogoje pod 
katerimi je bil tretiran peptidoglikan, skupaj z izmerjenimi absorbancami in izračunanimi 
rezultati v obliki vsebnosti fosfatov v nmol na 1 mg vzorca oz. vsebnostih aminov v µmol 
na 1 mg vzorca. Izdelali smo tudi stolpična diagrama (slika 17 in slika 18) , ki bolj nazorno 
prikazujeta količino določenih prostih aminskih skupin in vsebnosti fosfatov v posameznem 













Vsebnost fosfatov (nmol) na 1 
mg vzorca 
S1 S. aureus netret. 0,251 522,2 
B1 B. subtilis netret. 0,346 663,1 
S2 S. aureus: 48 % HF, 48 h 
pri 4 °C  
0,0635 39,2 
B2 B. subtilis: 48 % HF, 48 h 
pri 4 °C 
0,126 72,4 
S3 S. aureus: 1 M HCl, 4 h, 
pri 37 °C 
0,208 256,2 
 
B3 B. subtilis: 1 M HCl, 4 h 
pri 37 °C 
0,342 362,8 
 
S4 S. aureus: 250 mM 
NaOH, 1,5 h pri 37 °C, 18 
h pri 4 °C  
0,158 145,8 
B4 B. subtilis: 250 mM 
NaOH, 1,5 h 37 °C, 18 h 
pri 4 °C  
0,172 164,1 
 
S5 S. aureus: 100 mM 
NaOH, 18 h pri 37 °C 
0,134 116,1 
B5 B. subtilis: 100 mM 




B6 B. subtilis: 1 M NaOH, 18 
h pri 37 °C  
0,105 45,8 
B7 B. subtilis: 48 % HF 24 h 







Slika 17: Grafični prikaz vsebnosti fosfatov skupaj s standardnimi napakami za prvo serijo vzorcev 
peptidoglikana. 
 
Preglednica 10: Rezultati meritev absorbanc in vsebnosti aminskih skupin za prvo serijo vzorcev peptidoglikan. 
Oznaka 
epruvete 
Vzorec Absorbanca Vsebnost aminskih skupin 
(µmol) na 1 mg vzorca 
S1 S. aureus netret. / / 
B1 B. subtilis netret / / 
S2 S. aureus: 48 % 
HF, 48 h pri 4°C 
0,014 4,37 
B2 B. subtilis: 48 % 
HF, 48 h pri 4°C 
0,0153 3,28 
S3 S. aureus: 1 M 
HCl, 4 h pri 37°C 
0,0277 5,85 
 
B3 B. subtilis: 1 M 
HCl, 4 h pri 37 °C 
0,0153 3,55 
 
S4 S. aureus: 250 mM 
NaOH, 1,5 h pri 37 















































B4 B. subtilis: 250 
mM NaOH, 1,5 h 
pri 37 °C, 18 h pri 
4 °C  
0,0607 4,61 
 
S5 S. aureus: 100 mM 
NaOH, 18 h pri 37 
°C 
/ / 
B5 B. subtilis: 100 
mM NaOH, 18 h 




B7 B. subtilis: 48 % 




























1,5h 37°C, 18h na
4°C (B4)
100mM NaOH,
18h na 37°C (B5)











Slika 19: Epruvete z raztopinami vzorcev peptidoglikana iz prve serije po ninhidrinski reakciji. 
4.1.5 Komentar rezultatov 
V prvi fazi optimizacije smo želeli ugotoviti, kateri vzorec vsebuje najmanj fosfatov in s tem 
tehojskih kislin. Takšen vzorec je najčistejši in najprimernejši za označevanje s 
fluorescenčno sondo. Med seboj smo primerjali netretirane in tretirane vzorce. Glede na 
izračunane vsebnosti lahko trdimo, da je vsebnost fosfatov najmanjša v vzorcih, ki so bili 
tretirani s HF. Kot smo že omenili, je bila prva serija vzorcev peptidoglikana pridobljena iz 
dveh sevov bakterij (S. aureus in B. subtilis), ki so jih tretirali pod različnimi pogoji 
(obdelava s HCl, HF, NaOH pri temperaturi 4 °C ali 37 °C, različno dolgo). Vzorcema S1 
in B1 smo izračunali najvišjo absorbanco. V primerjavi z ostalimi vzorci sta imela znatno 
višjo vsebnost fosfatov (522,2 µmol na 1 mg vzorca in 663,1 µmol na 1 mg vzorca). Takšen 
rezultat smo tudi pričakovali, saj gre za vzorca peptidoglikana, ki nista bila očiščena 
(netretirana) in zato vsebujeta največ fosfatov. Netretiranima vzorcema po vsebnosti sledita 
S3 (256,2 µmol na 1 mg vzorca) in B3 (362,8 µmol na 1 mg vzorca), ki sta bila tretirana z 1 
M HCl. Vzorcema S4 in B4, ki sta bila obdelana z 250 mM NaOH smo izračunali vsebnosti 
145,8 µmol na 1 mg vzorca in 164,1 µmol na 1 mg vzorca. Rezultata sta zelo primerljiva s 
tistima pri vzorcih S5 in B5, ki sta bila tretirana s 100 mM NaOH (116,1 µmol na 1 mg 
vzorca in 149,9 µmol na 1 mg vzorca). V primerjavi z vzorcema S3 in B3, ki sta bila 
obdelana s HCl, pri vzorcih obdelanih z NaOH zagotovo opazimo precej nižjo vsebnost 
fosfatov. To še najbolj potrjuje vzorec B6, v katerem je vsebnost fosfatov le 45,8 µmol v 1 
mg vzorca, kar je celo manj kot pri vzorcih B2 (72,4 µmol fosfatov na 1 mg vzorca) in B7 
(71,5 µmol na 1 mg vzorca), ki sta bila tretirana s HF. Omeniti pa moramo, da je bilo vzorca 
B6 za testiranje na voljo zelo malo (manj kot 1 mg) in je možno tudi, da je to vplivalo na 
izračunano nizko vsebnost fosfatov, ali pa je bil ta vzorec zares tako dobro očiščen. Najnižjo 
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vsebnost fosfatov smo izračunali v vzorcu S2 (39,2 µmol na 1 mg vzorca), ki je bil očiščen 
z 48 % HF, 18 h pri 4 °C. Netretirani vzorci vsebujejo največ fosfatov, najmanj pa vzorci 
tretirani s HF in NaOH.  
Ko smo se lotili določanja vsebnosti aminov v vzorcih, smo vedeli, da si želimo čim manj 
prostih aminskih skupin, ki bi nastale zaradi pogojev čiščenja. Če povzamemo rezultate, 
lahko ugotovimo, da peptidoglikan, tretiran s HF, vsebuje najmanj prostih aminskih skupin. 
Tako se je ta kislina izkazala kot najučinkovitejše sredstvo za obdelavo peptidoglikana, saj 
ga najmanj poškoduje. To ugotovitev smo nadalje uporabili za izdelavo druge serije vzorcev 
peptidoglikana, ki so jim želeli odstraniti čim več tehojskih kislin. Vzorce so obdelali s HF 
v različnih časovnih intervalih.  
Kot smo omenili že zgoraj, poteče med ninhidrinom in aminsko skupino reakcija, pri kateri 
pride do tvorbe vijolično obarvanega produkta. Glede na obarvanost naših vzorčnih raztopin, 
lahko sklepamo, da reakcija ni potekla v vseh (slika 19). Vzorca S1 in B1 sta netretirana 
peptidoglikana in se nista niti malo obarvala. To je razumljivo, saj ni prišlo do poškodb, ki 
so značilne za tretiran peptidoglikan in posledično nismo zaznali prostih aminskih skupin. 
Ker se nista obarvala, jima tudi nismo izmerili absorbance. Tudi pri vzorcih S4 in S5 nismo 
izmerili absorbance, saj nismo zaznali obarvanja. Oba sta bila tretirana z NaOH. Vzorca B4 
in B5, ki pripadata drugemu sevu bakterij in sta bila tretirana pod istimi pogoji, pa sta se 
precej intenzivno obarvala. Lahko, da je prišlo do napake pri sami pripravi zgoraj omenjenih 
vzorčnih raztopin, ki se nista obarvali ali pa ninhidrin enostavno ni zreagiral z amini. Glede 
na to, da sta se B4 in B5 obarvala in smo jima izmerili absorbanci 0,0607 oz. 0,0853, kar je 
precej visoko, bi namreč pričakovali podobno pri S4 in S5. Razlika med njimi je samo v 
sevu bakterij; S4 in S5 pripadata S. aureus, B4 in B5 pa B. subtilis. Vzorca S2 in B2 sta bila 
tretirana z 48 % HF. Izmerili smo jima primerljivo absorbanco (0,015 in 0,014). Precej 
visoko absorbanco (0,0277) smo izmerili pri vzorcu S3, ki je bil tretiran z 1 M HCl. B3 (1 
M HCl) je imel enako absorbanco kot B2 (48 % HF) (0,015), kar je zanimivo, saj sta bila 
tretirana pod različnimi pogoji. Sta pa oba vzorca peptidoglikana iz seva B. subtilis. Najvišjo 
absorbanco (0,085) smo izmerili pri B5, ki je bil tretiran s 100 mM NaOH in je bil tudi 
najintenzivneje obarvan. Iz absorbanc smo nato s pomočjo umeritvene krivulje izračunali 
vsebnosti prostih aminskih skupin v vzorcih. Če povzamemo, je najvišja ugotovljena 
vsebnost aminov v vzorcu S3 (5,85 µmol aminov na 1 mg peptidoglikana), ki je bil tretiran 
z 1 M HCl, in najmanjša v vzorcu B2 (3,28 µmol aminov na 1 mg peptidoglikana), ki je bil 
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očiščen z 48 % HF, 48 h na 4 °C. Visoko vsebnost aminov smo ugotovili še pri vzorcih B5 
(5,34 µmol aminov na 1 mg peptidoglikana) in B4 (4,61 µmol aminov na 1 mg 
peptidoglikana), ki sta bila tretirana z NaOH v različnih koncentracijah. Opazimo lahko, da 
se rezultata pri S. aureus in B. subtilis lahko precej razlikujeta, čeprav smo peptidoglikan 
obeh sevov tretirali pod istimi pogoji. To lahko vidimo pri obdelavi peptidoglikana z 48 % 
HF in 1 M HCl, kjer smo izmerili absorbanco za oba seva (S2: 0,014, B2: 0,0153; S3: 0,0277, 
B3: 0,0153)  (slika 18). Omeniti moramo še, da je lahko vpliv na izmerjene absorbance imela 
tudi motnost vzorčnih raztopin, saj se peptidoglikan že pri pripravi izhodnih raztopin ni 
raztapljal v vodi. Raztopine smo pred nanosom na mikrotirsko ploščico seveda centrifugirali 
in dobili smo bister supernatant, ki smo ga vzorčili, vendar je možno, da se med 
centrifugiranjem niso posedli vsi delci neraztopljenega peptidoglikana. Prav tako lahko na 
podlagi tega, da poteka reakcija z ninhidrinom v suspenziji, sklepamo, da ninhidrin težko 
prodre v notranjost delca do vseh prostih amino skupin. Predpostavljamo lahko, da je PG 
dobro omočen, in da lahko ninhidrin dostopa do vseh aminskih skupin. Do samega obarvanja 
pa lahko pride, saj se amino skupina pri nastanku obarvanega produkta odcepi iz 
peptidoglikanskega skeleta.  
4.2 DOLOČANJE VSEBNOSTI AMINOV IN FOSFATOV V 
VZORCIH PEPTIDOGLIKANA: 2. FAZA OPTIMIZACIJE 
V drugi seriji so bili vsi vzorci (tj. 12) tretirani s HF, vendar različno dolgo. Z določanjem 
vsebnosti fosfatov v prvi fazi eksperimentalnega dela, smo namreč ugotovili, da jih najmanj 
vsebujejo vzorci tretirani s HF, zato smo se v nadaljevanju odločili za delo izključno s to 
kislino. Prav tako smo po povzetku rezultatov vsebnosti aminskih skupin v prvi seriji 
vzorcev, ugotovili, da jih najmanj vsebujejo tisti, tretirani s HF. Postopek dela je bil 
popolnoma enak kot s prvo serijo vzorcev.  
4.2.1 Standardi in umeritvena premica 
Za izračun vsebnosti pri drugi seriji vzorcev smo najprej znova izdelali umeritveni premici 
za standard fosfata za reagent BIOMOL® GREEN in standard glukozamina. Umeritveno 
premico smo določili iz absorbanc, ki smo jih izmerili standardnim raztopinam. V 
preglednici 11 so prikazani rezultati merjenja za standard fosfata in v preglednici 12 za 
standard glukozamina skupaj s koncentracijami in množinami fosfata ter glukozamina v 
raztopini. Pri umeritveni premici za fosfatni standard vidimo, da absorbanca ustrezno 
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narašča z večanjem koncentracije fosfata. Zadnja meritev z najvišjo koncentracijo 
glukozamina je izstopala iz linearnega območja (pri vrednosti 6; označena z rdečo na grafu), 
zato smo jo izpustili. Absorbance ustrezno naraščajo z večanjem koncentracije glukozamina 
v raztopini. Tudi intenzivnost obarvanja zaradi ninhidrinske reakcije je bila enaka kot pri 
prvem merjenju (glej sliko 16).   




Množina fosfata (nmol) Absorbanca 
0 0 0,051 
0,625 0,031 0,0035 
1,25 0,063 0,0085 
2,5 0,125 0,0225 
5 0,25 0,047 
10 0,5 0,098 
20 1 0,209 




Slika 20: Umeritvena premica za standard fosfata BIOMOL® GREEN pri določanju vsebnosti fosfatov v drugi 
seriji vzorcev. 
 






































0. 0 0 0,0427 
1. 0,05 8,37 0,017 
2. 0,1 16,7 0,148 
3. 0,2 33,5 0,451 
4. 0,3 50,2 0,73 
5. 0,4 66,9 0,926 
6. 0,5 83,7 0,728 
 
 
Slika 21: Umeritvena premica za standard glukozamina pri določanju vsebnosti aminskih skupin v drugi seriji 
vzorcev. 
4.2.2 Preiskovani vzorci 
V seriji vzorcev smo imeli tri različne seve peptidoglikana: S. aureus, B. subtilis in 
peptidoglikan, izoliran iz S. aureus z izbitim genom za SagB (ΔSagB). Vsi so bili obdelani s 
HF, saj se je v prvi fazi optimizacije tretiranje s to kislino izkazalo kot najbolj učinkovito. 
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Razlika je bila v času tretiranja in sicer smo vzorce izpostavili 24 h, 48 h ali 72 h obdelavi s 
kislino. Te smo seveda primerjali z  netretiranimi vzorci peptidoglikana.  
4.2.3 Rezultati 
Rezultate vsebnosti fosfatov in aminskih skupin smo tudi tokrat podali v obliki preglednic, 
ki vsebujeta podatke o imenih vzorcev, izmerjenih absorbancah in vsebnostih fosfatnih ter 
aminskih skupin v posameznem vzorcu v nmol oz. µmol na 1 mg peptidoglikana. Slika 22 
prikazuje vsebnost fosfatov v posameznem vzorcu v nmol na 1 mg peptidoglikana. Na sliki 
23 vidimo pregleden grafični prikaz rezultatov vsebnosti prostih aminskih skupin. Barvna 
ninhidrinska reakcija je prikazana na sliki 24, kjer vidimo, vsebina katerih epruvet se je 
obarvala in katerih ne. Slika 25 pa prikazuje še vzorčne raztopine v mikrocentrifugirkah po 
centrifugiranju. 
 
Preglednica 13: Rezultati meritev absorbanc in vsebnosti fosfatov za drugo serijo vzorcev peptidoglikana. 
Vzorec Oznaka 
vzorca 
Absorbanca Vsebnost fosfatov (nmol na 1 mg 
peptidoglikana) 
S. aureus 24 
h 




B. subtilis 24 
h 





aureus 24 h 





S. aureus 48 
h 




B. subtilis 48 
h 






aureus 48 h 




S. aureus 72 
h 






B. subtilis 72 
h 





aureus 72 h 






























Preglednica 14: Rezultati meritev absorbanc in vsebnosti aminskih skupin za drugo serijo vzorcev peptidoglikan. 
Vzorec Oznaka 
vzorca 



























S. aureus 24 
h 
S 24 h 0,052667 2,99 
B. subtilis 
24 h 
B 24 h 0,045333 2,80 
ΔSagB S. 
aureus 24 h 





S. aureus 48 
h 












aureus 48 h 




S. aureus 72 
h 











aureus 72 h 































Slika 24: Epruvete z raztopinami vzorcev peptidoglikana iz druge serije po ninhidrinski reakciji. 
 
 





























4.2.4 Komentar rezultatov 
Pri izdelavi druge serije vzorcev smo že bili seznanjeni z našo ugotovitvijo, da najmanj 
tehojske kisline in aminskih skupin vsebujejo vzorci tretirani s HF. Želeli pa smo še ugotoviti 
kateri čas tretiranja je najbolj optimalen. Pri testiranju vsebnosti fosfatov smo ugotovili, da 
je 24 h dovolj za odstranitev vse tehojske kisline. Želeli smo še ugotoviti, kako čas tretiranja 
vpliva na poškodbo peptidoglikana oz. količino prostih aminskih skupin. Ugotovili smo, da 
dlje časa, ko je peptidoglikan izpostavljen tretiranju s HF, več bo poškodb in posledično 
večja je vsebnost aminskih skupin.  
Najvišjo vsebnost fosfatov smo izračunali v vzorcih, ki niso bili tretirani s HF, kar smo tudi 
pričakovali. Vzorec B netret je imel najvišjo vsebnost (136,9 nmol na 1 mg vzorca), najnižjo 
pa vzorec Δ netret (87 nmol na 1 mg vzorca). Po 24 h opazimo že precejšnje znižanje 
vsebnosti fosfatov. V vzorcu B 24 h, ki je imel najvišjo vsebnost, smo izračunali le še 5,64 
nmol fosfatov na 1 mg vzorca. Tudi v vzorcih S 24 h in Δ 24 h smo zaznali precejšen upad 
vsebnosti fosfatov. Po 48 h nismo zaznali bistvenih sprememb. Le pri vzorcu S 48 h se je 
vsebnost fosfatov precej znižala: iz 16,9 nmol v 1 mg vzorca na 2,49 nmol v 1 mg vzorca. 
Pri vzorcu Δ 48 h smo zaznali odstopanje, saj smo izračunali večjo vsebnost fosfatov kot po 
24 h tretiranju. Vsebnost je zrastla iz 3,71 nmol v 1 mg vzorca na 5,72 nmol v 1 mg vzorca. 
Podobno povečanje smo zaznali tudi pri vzorcu S 72 h (4,07 nmol v 1 mg vzorca) v 
primerjavi z S 48 h, ko smo izmerili manjšo vsebnost (2,49 nmol v 1 mg vzorca).  
Če pogledamo še rezultate za merjenje vsebnosti aminskih skupin, smo najnižjo absorbanco 
izmerili pri netretiranih vzorcih (S. netret., B. netret., Δ netret.). Sledijo vzorci, ki so bili 
HF izpostavljeni 24 h (B 24 h, S 24 h, Δ 24h). Pri vseh teh smo izmerili približno enako 
absorbanco. Najnižjo vsebnost smo dobili pri vzorcu B 24 h (2,8 µmol na 1 mg 
peptidoglikana). Ti vzorci vsebujejo najmanj prostih aminskih skupin oz. so prisotne le v 
sledovih. To lahko zaključimo glede na sliko 24, saj pri njih nismo zaznali vijoličnega 
obarvanja značilnega za ninhidrinsko reakcijo. Absorbanca vzorcev B 48 h, S 48 h in Δ 48 
h je višja, kot pri vzorcih po 24 h tretiranju. Pri teh smo najvišjo vsebnost aminskih skupin 
izmerili za vzorec B 48 h (4,1 µmol na 1 mg peptidoglikana), ki malo izstopa glede na ostala 
dva. Ninhidrinska reakcija je potekla v vseh treh epruvetah, vidimo značilno vijolično 
obarvanje (slika 24). Vzorec S 72 h se je zelo rahlo obarval, čeprav smo pri njem izmerili 
precej visoko absorbanco (0,072) in primerljivo z B 72 h in Δ 72 h. Pri teh vzorcih, ki so bili 
najdlje izpostavljeni tretiranju s HF, smo izračunali visoke vsebnosti aminskih skupin (S 72 
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h: 3,37 µmol na 1 mg peptidoglikana; B 72 h: 3,57 µmol na 1 mg peptidoglikana; Δ 72 h: 
3,37 µmol na 1 mg peptidoglikana. Višjo vsebnost smo dobili le pri vzorcu B 48 h (4,1 µmol 
na 1 mg peptidoglikana).  
Če povzemamo vse rezultate iz druge faze poskusa, v katerem smo optimizirali čas tretiranja 
s HF, smo ugotovili, da krajši, kot je čas izpostavitve, manj je prostih aminskih skupin. Po 
24 h obdelavi peptidoglikana ne vidimo bistvene razlike v vsebnosti prostih aminskih skupin, 
kot pri netretiranih vzorcih. S časom tretiranja, pa je naraščala vsebnost prostih aminskih 
skupin in s tem tudi poškodbe peptidoglikana. Iz testiranja fosfatov smo ugotovili, da je 24 
h dovolj za odstranitev vse tehojske kisline, zato smo ta čas izbrali kot optimalni čas.  
4.3 VREDNOTENJE ENCIMSKE KINETIKE PRI OZNAČENEM 
PEPTIDOGLIKANU 
S testiranjem vsebnosti fosfatov in aminov v naših vzorcih smo želeli določiti 
najučinkovitejšo metodo za čiščenje peptidoglikana. Ugotovili smo, da je najmanjša 
vsebnost fosfatov v vzorcu S2, ki je bil obdelan z 48 % HF, 48 h pri 4 °C. Nizko vsebnost 
smo določili tudi v vzorcu B7, ki je bil tretiran v podobnih pogojih: 48 % HF, 24 h pri 4 °C. 
Oba vzorca sta imela tudi želeno nizko vrednost prostih aminskih skupin, zato smo se 
odločili, da ju bomo poskusili označiti s fluorescenčnim označevalcem (fluorofor), ki smo 
ga sami sintetizirali po postopku iz diplomskega dela (21). Vzorcu peptidoglikana smo 
dodali fluorofor in reagente EDC, HOBT, DIPEA in kot topilo uporabili DMF. Reakcijsko 
zmes smo mešali 24 h pod argonovo atmosfero in ji nato odparili ostanek topila. Sledilo je 
še spiranje in centrifugiranje produkta, ter še končno sušenje, da je bil pripravljen za 
testiranje encimske kinetike. Pri encimski cepitvi peptidoglikana pride do nastanka topnih 
mono- in oligosaharidov, ki so označeni s fluoroforom, zato jih lahko detektiramo. Označen 
peptidoglikan ni topen, zato smo ga odcentrifugirali. 
4.3.1 Rezultati 
Rezultat za oba vzorca smo podali v obliki grafa, ki prikazuje aktivnost encima v odvisnosti 
od časa. Encimsko aktivnost smo testirali z encimi AtlA-gl, AtlE in SagB. Pomerila jo je 




Slika 26: Encimska kinetika vzorca S2 (48% HF, 48 h pri 4°C). 
 
 
Slika 27: Encimska kinetika vzorca B7 (48% HF, 24h pri 4°C). 
4.3.2 Komentar rezultatov 
Pri označevanju peptidoglikana smo imeli nekaj težav. Poskusili smo ga označiti z barvilom 
Remazol Brilliant Blue R (RBB) (slika 28) po protokolu, ki so ga za testiranje aktivnosti 
encima lizostafina uporabili Zhou R, Chen S in Recsei P, a smo bili pri tem neuspešni (21). 
Nadalje smo označevanje poskusili s fluorescenčnim označevalcem kumarinskega tipa: 3-
(2-bromoacetil)-7-(dietilamino)-kumarinom (slika 29) glede na postopek reakcije 

























substrat PG S. aureus reakcija PG S. aureus_ SagB




















substrat PG B. subtilis reakcija PG B. subtilis_ SagB
reakcija PG B. subtilis_ AtlE reakcija PG B. subtilis_ AtlA-gl
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aktivnosti encima. Uspešni smo bili s tretjim reagentom, 7-(dietilamino)-2-okso-2H-
kromen-3-karboksilno kislino (slika 30), ki smo jo pripeli na peptidoglikan preko aktivacije 
z EDC. Encim, ki je najuspešnejše cepil naš substrat, je AtlA-gl, ki je najbolj aktiven. Sledi 
mu encim AtlE, ki je manj robusten, a smo mu vseeno lahko dokazali aktivnost. Pri encimu 
SagB smo imeli večje težave in smo mu aktivnost zelo težko dokazali. Na sliki 27 vidimo, 
da je encim AtlA-gl razgradil večji delež peptidoglikana B7. Prav tako je ta encim pokazal 
precejšnjo aktivnosti tudi pri substratu S2. Razlogov za težavno določanje aktivnosti je več. 
Treba je upoštevati, da morajo biti encimi, ki so odgovorni za razgrajevanje peptidoglikana, 
zelo dobro regulirani. To še posebno velja za zrel peptidoglikan, saj bi v primeru prevelike 
aktivnosti lahko preveč razgradili celično steno in povzročili smrt mikroorganizma. Temu 
problemu se delno lahko izognemo z uporabo visokih koncentracij substrata, kar pa je v 
praksi težje izvedljivo. Že pri samem čiščenju izgubimo precejšnjo maso peptidoglikana. 
Poleg tega pride do izgub še pri sami reakciji označevanja. V kontroli aktivnosti avtolizinov 
so udeležene tudi tehojske kisline. Možno je tudi, da na delovanje teh encimov vpliva N-
acetilacija oz. N-deacetilacija. Test z ninhidrinom je pokazal prisotnost več prostih aminskih 
skupin na glukozaminu. Tudi fluorofori lahko predstavljajo sterične ovire. Kumarinska 
kislina se je najbrž pripela na glukozamin preko primarne -OH skupine (- CH2OH) z estrsko 
vezjo. Ravno tako se kumarinski označevalec lahko pripne na primarne aminske skupine 
glukozamina in ovira cepitev peptidoglikana.  
 
 





Slika 29: Struktura 3-(2-bromoacetil)-7-(dietilamino)-kumarina 
 
 
Slika 30: Struktura 7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilne kisline 
5. SKLEP 
V magistrski nalogi smo vrednotili vzorce peptidoglikana, ki smo jih pridobili iz različnih 
sevov bakterij (S. aureus, B. subtilis, ΔSagB S. aureus) in nato očistili pod različnimi pogoji. 
Posameznim vzorcem smo določili vsebnost fosfatov (količinsko enakovredni tehojskim 
kislinam; pokazatelj čistosti peptidoglikana) in prostih aminskih skupin (pokazatelj poškodb 
v peptidoglikanu pridobljenih med čiščenjem). Želeli smo določiti, kateri vzorec bo v 
nadaljevanju najprimernejši za označevanje s fluorescenčno sondo (barvilom), s čimer bi 
sledili encimski kinetiki razgradnje peptidoglikana s pomočjo fluorescenčne detekcije, kar 
pa predstavlja osnovo za testiranje zaviralcev encimov, ki razgrajujejo peptidoglikan.  
V prvi seriji vzorcev smo peptidoglikan iz serij S. aureus in B. subtilis tretirali pod istimi 
pogoji; in sicer so bili obdelani s HCl, HF in NaOH pri temperaturi 4 °C ali 37 °C različno 
dolgo. Pri določanju vsebnosti tako fosfatov kot aminov smo v začetnih fazah 
eksperimentalnega dela naleteli na nekaj težav (neustrezna umeritvena premica, slaba 
ponovljivost, reakcija med standardom in reagentom ni potekla). Vsebnost fosfatov v 
vzorcih smo uspeli določiti po nekaj neuspelih poskusih. Z uporabo reagenta BIOMOL® 
GREEN smo dobili ustrezno umeritveno premico in nadalje izračunali vsebnosti fosfatov v 
peptidoglikanu. Najvišji delež fosfatov sta po pričakovanjih vsebovala netretirana vzorca. 
Sledila sta vzorca tretirana s HCl. Najnižjo vsebnost fosfatov smo izmerili v vzorcu, ki je bil 
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obdelan z 48 % HF, 18 h pri 4 °C. Precej nizko vsebnost smo izmerili tudi v vzorcih tretiranih 
z NaOH, kar kaže, da bi lahko bil tudi to obetaven način za čiščenje peptidoglikana. Vsebnost 
prostih aminskih skupin smo določili s pomočjo ninhidrinske reakcije (značilna tvorba 
vijolično obarvanega produkta). Tudi tu smo imeli pri iskanju ustreznega protokola nekaj 
težav. Pri prvem predpisu nismo uspeli dokazati ponovljivosti, pri drugem pa reakcija med 
našim standardom glukozaminom in ninhidrinom sploh ni potekla. Nazadnje nam je uspelo 
s protokolom, pri katerem je bil najverjetneje odločilen dodatek fosfatnega pufra v reakcijsko 
zmes. Poškodovanosti peptidoglikana pričakovano nismo zaznali v netretiranih vzorcih, ki 
se sploh niso obarvali. Najvišjo vsebnost prostih aminskih skupin smo določili v vzorcu, ki 
je bil tretiran s HCl, in najnižjo v vzorcu, ki je bil očiščen z 48 % HF, 48 h pri 4 °C. Precej 
visoko stopnjo poškodbe peptidoglikana smo določili v vzorcih, tretiranih z NaOH, zato smo 
se odločili da ti kljub temu, da so imeli nizek delež fosfatov, ne bodo primerni za nadaljnjo 
obravnavo. Končno smo po povzetku rezultatov sklenili, da je postopek čiščenja 
peptidoglikana s HF najoptimalnejši, saj smo dobili nizke vsebnosti tako fosfatov kot prostih 
aminskih skupin. 
V drugi seriji vzorcev smo imeli peptidoglikan izoliran iz treh različnih sevov bakterij (S. 
aureus, B. subtilis, ΔSagB S. aureus). Vsi so bili očiščeni s HF, vendar v različnih časovnih 
intervalih. Želeli smo namreč izbrati najoptimalnejši čas tretiranja in ugotoviti, kako le–ta  
vpliva na stopnjo poškodovanosti peptidoglikana. Ugotovili smo, da vsebnost prostih 
aminskih skupin  narašča sorazmerno s časom tretiranja peptidoglikana. nasprotno pa čas 
tretiranja nima bistvenega vpliva na vsebnost fosfatov, tako da smo zaključili, da je 24 h 
dovolj za odstranitev vse tehojske kisline.  
Na težave smo naleteli tudi pri reakcijah označevanja peptidoglikana. Po neuspelih poskusih 
označevanja z barviloma Remazol Brilliant Blue R (RBB) in 3-(2-bromoacetil)-7-
(dietilamino)-kumarinom, ko nismo zaznali aktivnosti encima, pa smo bili uspešni z 
reagentom 7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilno kislino, ki smo ga pripeli na 
peptidoglikan preko aktivacije z EDC. Na podlagi rezultatov iz prve faze eksperimentalnega 
dela, smo označili dva vzorca peptidoglikana, tretirana s HF pri 4 °C 24 h oz. 48 h. Najvišjo 
aktivnost smo izmerili encimu pri AtlA-gl. Ostala dva (AtlE in SagB) sta precej slabše cepila 
substrat. Upoštevati moramo, da so encimi, ki so odgovorni za razgradnjo peptidoglikana, 
zelo dobro regulirani in ne smejo izkazovati prevelike aktivnosti, kar je lahko eden izmed 
razlogov za težavno določanje njihove aktivnosti. Ta problem bi lahko rešili z uporabo višjih 
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koncentracij substrata, vendar smo imeli že pri samem čiščenju peptidoglikana precejšnje 
izgube; prišteti pa moramo še izgube med samo reakcijo. Zato smo na koncu dobili le zelo 
majhno maso substrata. Na delovanje encimov pa vplivajo tudi proste aminske skupine, 
tehojske kisline in sami fluorescenčni označevalci, ki predstavljajo sterične ovire.  
Z našo magistrsko nalogo smo postavili dobra izhodišča za čiščenje, nadaljnja testiranja in 
vrednotenja peptidoglikana. Prav tako smo ugotovili, da moramo med samo obravnavo 
peptidoglikana upoštevati posebnosti njegove sestave in biosinteze, ki vpliva na rezultate 
testiranj. Kljub temu, da je o tem ključnem sestavnem delu bakterijske celične stene znanega 
že veliko, nam predvsem njegova zapletena biosinteza skupaj s številnimi encimskimi potmi, 
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Priloga I: Rezultati meritev absorbance standardnih raztopin glukozamina po prvem 
neuspešnem protokolu (19) 
Oznaka penicilinke Koncentracija glukozamina 
(µg/mL) 
Absorbanca 
0 0 0,0006 
1 20 0,0516 
2 30 0,0555 
3 40 0,1455 
4 50 0,1463 
5 60 0,3318 
6 70 0,3881 
7 80 0,4115 
8 90 0,3326 
9 100 0,1903 
 
 
Priloga II: Umeritvena premica koncentracije glukozamina v odvisnosti od absorbance za 
protokol, ki ga je izvedel Gupta C. s sodelavci (19) 
 
 




























Priloga III: Obarvane standardne raztopine in ena vzorčna raztopina po ninhidrinski 
reakciji (19) 
 
 
 
 
 
